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STRESZCZENIE

Miozyna VI (MVI) to unikalne biatko motoryczne, ktore w odro6znieniu od innych
miozyn porusza si¢ w kierunku konca ,minus” filamentow aktynowych. MVI jest
zaangazowana w szereg procesOw komorkowych, w tym migracje, adhezje, egzo- i
endocytozg, stabilizacje¢ struktury aparatu Golgiego, cytokineze oraz ekspresje genow. Jej
udziat w tych procesach polega na transporcie tadunku (cargo) i/lub kotwiczeniu cargo z
filamentami aktynowymi. U ssakow mutacje w genie kodujacym MVI prowadza do
utraty stuchu, za$ zwickszona synteza MV - do nowotwordw jajnika i prostaty. U ludzi
mutacja punktowa (His246Arg) jest rowniez zwigzana z objawami kardiomiopatii
przerostowej. Ponadto, u myszy Snell’s waltzer, u ktoérych na skutek mutacji w genie
Myo6 doszto do utraty zdolnosci do syntezy MVI, zaobserwowano, oprocz ghichoty i
fagodnych zmian neurologicznych, przerost migsnia sercowego.

O obecnosci MVI w jadrze wiadomo od 2006 r., kiedy to pokazano, ze w
transkrypcyjnie aktywnych komoérkach HelLLa MVI kolokalizuje z kompleksem RNA
polimerazy Il (Pol I1) oraz z nowopowstatymi transkryptami mRNA. Pdzniejsze badania
prowadzone w Pracowni Molekularnych Podstaw Ruchéw Komorkowych Instytutu
Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenckiego PAN, na komorkach neurosekrecyjnych
PC12, wyprowadzonych z guza chromochlonnego rdzenia nadnerczy szczura
potwierdzity te obserwacje. Co wigcej wykazano, ze po stymulacji komorek PC12 KCl
poziom MVI w jadrze wzrasta, czemu towarzyszy wzrost jej kolokalizacji z aktywna
formg Pol II. Ponadto, analiza spektrometrii mas umozliwita identyfikacje Szeregu
nowych, potencjalnych jadrowych partneréw MVI, ktorzy moga determinowac jej role w
jadrze komorkowym. Wsrod nich znalazta sie nukleolina, biatko jaderkowe biorgce
udziat w biogenezie rybosomoéw oraz S6, biatko strukturalne matej podjednostki (40S)
rybosomu. Brak danych literaturowych na temat funkcjonowania MV1 w jaderku zachecit
mnie do zbadania potencjalnej roli tego biatka motorycznego w tym regionie jadra.

W moich badaniach potwierdzitam oddziatywanie MVI z nukleoling [biatkiem
charakterystycznym dla warstwy ziarnistej jaderka (GC, ang. granular component), w
ktorej ma miejsce sktadanie podjednostek rybosomow] oraz biatkiem rybosomalnym S6
(biorgcym udzial w eksporcie matej podjednostki rybosomu z jaderka do cytoplazmy).
Pokazatam réwniez, ze inne biatka jaderkowe charakterystyczne dla poszczegdlnych

warstw jaderka takze oddziatujg z MVI. Wsrdd nich znalazty si¢: czynnik transkrypcyjny



UBF (ang. upstream binding factor) [charakterystyczny dla centrum fibrylarnego jaderka
(FC, ang. fibrillar center), gdzie odbywa si¢ transkrypcja rDNA], fibrylaryna
[charakterystyczna dla gestego sktadnika fibrylarnego jaderka (DFC, ang. dense fibrillar
component), w ktorym zachodzi dojrzewanie pre-rRNA] oraz biatko B23
[charakterystyczne dla warstwy GC]. Oddziatywanie MVI z biatkami jaderkowymi i S6
sugeruje zatem zaangazowanie MV w roéznych etapach biogenezy rybosomow.

Z wykorzystaniem mikroskopii elektronowej okreslitam subjaderkowsa
lokalizacje MVI; MV wystepuje glownie w obszarze DFC oraz otaczajgcym go obszarze
GC. Analiza przy uzyciu mikroskopii elektronowej wykazata ponadto, ze w warunkach
stresu jaderkowego wywotanego aktynomycyng D (ActD) dochodzi do dezintegracji
jaderka. Zaobserwowatam ponadto, ze w komoérkach z obnizonym poziomem syntezy
MV | ultrastruktura jaderka byta mniej zwarta w pordwnaniu do komorek kontrolnych, co
moze $§wiadczy¢ o udziale MVI w zachowaniu prawidlowej organizacji jaderka. Co
wiecej, analiza z wykorzystaniem mikroskopii konfokalnej wykazata, ze MVI bierze
udzial w lokalizacji biatka jaderkowego B23 w warunkach kontrolnych i w warunkach
stresu jaderkowego, co moze wskazywa¢ na funkcjonalno$¢ tych oddziatywan.
Dodatkowo, zaobserwowalam, ze obnizeniu poziomu MVI towarzysza zaburzenia w
organizacji siateczki $rodplazmatycznej (retikulum endoplazmatycznego, ER); ER byto
bardziej pofragmentowane i rozproszone, w poréwnaniu do komorek kontrolnych.
Ponadto, zaobserwowatam, ze w komorkach z obnizonym poziomem MVI, barwienie
przeciwko biatku rybosomalnemu S6 bylo znacznie mniej intensywne w poréwnaniu do
komorek kontrolnych, co moze sugerowaé udziat MVI w organizacji i funkcjonowaniu
rybosoméw. Nie wykazatam natomiast wptywu obnizonego poziomu MVI na poziom
45S pre-rRNA.

Podsumowujac, uzyskane przez mnie wyniki wskazuja, ze MVI jest
zaangazowana w organizacj¢ jaderka i siateczki $rodplazmatycznej ale nie odgrywa
znaczacej roli w transkrypcji rDNA. Poniewaz utrzymanie prawidlowej organizacji
jaderka jest istotne dla biogenezy rybosomow, (ktorej zaburzenia prowadza do wielu
powaznych chorob), prezentowane wyniki otwieraja mozliwos¢ dalszych badan nad

mechanizmami funkcjonowania MVI w jaderku.



SUMMARY

Myosin VI (MVI) is a unique motor protein that, unlike other myosins, moves
toward the "minus” end of actin filaments. MVI1 is involved in a number of cellular
processes, including migration, adhesion, exo- and endocytosis, stabilization of the Golgi
apparatus structure, cytokinesis and gene expression. Its involvement in these processes
involves cargo transport and/or cargo anchoring with actin filaments. In mammals,
mutations in the gene encoding MVI lead to hearing loss, while increased synthesis of
MV leads to ovarian and prostate cancers. In humans, a point mutation (His246Arg) is
also associated with symptoms of hypertrophic cardiomyopathy. In addition, in Snell's
waltzer mice, which lost the ability to synthesize MVI due to mutations in the MYOG6
gene, cardiac hypertrophy was observed next to deafness and mild neurological changes.

The presence of MVI in the nucleus has been known since 2006, when it was
shown that in transcriptionally active HeLa cells, MVI colocalizes with the RNA
polymerase Il complex (Pol Il) and with newly formed mRNA transcripts. Subsequent
studies conducted in the Laboratory of Molecular Basis of Cell Motility, Nencki Institute
of Experimental Biology of the Polish Academy of Sciences, on PC12 neurosecretory
cells derived from rat adrenal medulla tumor confirmed these observations. Moreover, it
was shown that after stimulation of PC12 cells with KCI the level of MVI in the nucleus
increases, and this is accompanied by an increase in its colocalization with the active form
of Pol 11. In addition, mass spectrometry analysis allowed for identification of a number
of new potential nuclear partners of MV I, which may determine its role in the cell nucleus.
Among them was nucleolin, a nucleolar protein involved in ribosome biogenesis as well
as S6, a structural protein of the small ribosomal subunit (40S). The lack of literature data
on the function of MVI in the nucleolus encouraged me to investigate the potential role
of this motor protein in this region of the nucleus.

In my study, | confirmed the interaction of MVI with nucleolin [a protein
characteristic of the granular component (GC) of the nucleus, where the assembly of
ribosome subunits takes place] and the ribosomal protein S6 (involved in the export of
the small subunit of the ribosome from the nucleus to the cytoplasm). I also showed that
other nucleolar proteins also interact with MVI. These included upstream binding factor
(UBF) [characteristic of the fibrillar center (FC) of the nucleolus, where rDNA

transcription takes place], fibrillarin [characteristic of the dense fibrillar component



(DFC) of the nucleolus, where pre-rRNA maturation takes place] and B23 protein
[characteristic of the GC]. Thus, the interaction of MV with nucleolar proteins and S6
suggests the involvement of MV 1 in various steps of ribosome biogenesis. Using electron
microscopy, | determined the subnuclear localization of MVI; MVI is mainly found in
the DFC and the surrounding GC region. Further analysis using electron microscopy
showed that under actinomycin D (ActD)-induced nucleolar stress, the nucleolus
disintegrates. In addition, | observed that in MVI-knockdown cells the ultrastructure of
the nucleolus was less compact compared to control cells, which might indicate that MV
is involved in the maintaining the normal organization of the nucleolus. Moreover,
confocal microscopy analysis showed that MVI is involved in the localization of the
nucleolar protein B23 under control and nucleolar stress conditions, which may suggest
the functionality of these interactions. In addition, | observed that reduced level of MVI
is accompanied by disruption of the organization of the endoplasmic reticulum (ER); the
ER was more fragmented and scattered, compared to control cells. Also, | observed that
in cells with reduced levels of MVI, staining against the ribosomal protein S6 was
significantly less intense compared to control cells, which may suggest the involvement
of MV in the organization and function of ribosomes. In contrast, | did not show an effect
of reduced MV1 levels on 45S pre-rRNA level.

In summary, my results indicate that MVI is involved in the organization of the
nucleolus and ER but does not play a significant role in rDNA transcription. Since the
maintenance of proper nucleolar organization is important for ribosome biogenesis (the
disruption of which leads to many serious diseases), the results presented here open the

possibility for further research into the mechanisms of MV|1 function in the nucleolus.
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WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

AKAP9 A-kinase anchor protein 9 - biatko 9 kotwiczace kinaze
biatkowa A

ATP adenosine triphosphate - adenozynotrifosforan

B23 biatko jaderkowe, zwane rowniez nukleofosming (NPM1)

BSA bovine serum albumin - albumina surowicy bydlgce;j

C-koniec biatka koniec karboksylowy tancucha polipeptydowego

CBD cargo binding domain - domena wigzaca cargo miozyny VI

CKIlI caseine kinase Il - kinaza kazeinowa Il

Coiled-caoll struktura superhelisy

Da Dalton - umowna jednostka masy atomowej, stosowana w

chemii do oznaczania masy czateczkowej, wynoszaca 1/12

masy atomu wegla 12C

DAPI 4’ ,6-diamidino-2-phenylindole - 4°,6-diamidyno-2-fenyloindol
DFC dense fibrillar component - gesty sktadnik fibrylarny jaderka
DMEM Dulbecco’s modified eagle medium - pozywka hodowlana
DMSO dimethyl sulfoxide - dimetylosulfotlenek

DTT dithiothreitol - ditiotreitol

EDTA ethylenediaminetetraacetic acid - kwas

etylenodiaminotetraoctowy

EGTA ethylene glycol-bis-(beta-aminoethylether)-N,N,N',N'-
tetraacetic acid - kwas etylenoglikolo-O-O'-bis(2-aminoetylo)-
N,N,N',N'- tetraoctowy

ELC essential light chains - istotne tancuchy lekkie miozyn
konwencjonalnych

ER endoplasmic reticulum - retikulum endoplazmatyczne,

siateczka $rodplazmatyczna

FBS fetal bovine serum - ptodowa surowica bydlgca
FC fibrillar center - centrum fibrylarne jaderka
GAPDH glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase - dehydrogenaza

aldehydu-3-fosfoglicerynowego

GC granular component - sktadnik ziarnisty jaderka
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GRP78 Glucose-regulated protein 78 kDa - biatko GRP78

GSH glutathione - glutation (forma zredukowana)

GST glutathione S-transferase - S-transferaza glutationu

HRP horseradish peroxidase - peroksydaza chrzanowa

Hsp heat shock protein - biatko szoku cieplnego

HS horse serum - surowica konska

19G immunoglobulin G - immunoglobuliny klasy G

IP immunoprecipitation - immunoprecypitacja

IPTG isopropyl-$-D-1-thiogalactopyranoside - izopropylo-p-D-1-
tiogalaktopiranozyd

KO knock-out - nokaut (nokaut miozyny VI)

LB Luria-Bertani medium - pozywka do hodowli kultur
bakteryjnych

MHC myosin heavy chain - tancuch ci¢zki miozyny mig¢$niowe;j

MLC myosin light chain - tancuch lekki miozyny migsniowej

MLCK myosin light chain kinase - kinaza lekkich tancuchéw miozyny

m.cz. masa czasteczkowa

MVI myosin VI - miozyna VI

NCBI National Center for Biotechnology Information

N-koniec bialka koniec aminowy tancucha polipeptydowego

NES nuclear export signal - sygnal/sekwencja eksportu do
cytoplazmy

NLS nuclear localization signal - sygnal/sekwencja lokalizacji
jadrowe;j

NoLS nucleolar localization signal - sygnal/sekwencja lokalizacji
jaderkowej

NPC nuclear pore complex - kompleks poru jadrowego

NOR nucleolus organizer region - obszary jaderkotworcze

oD optical density - gesto$¢ optyczna

pS6 phospho-S6 ribosomal protein - ufosforylowane biatko

rybosomalne S6

PBS phosphate buffer saline - sél fizjologiczna buforowana
fosforanami
PBS-T phosphate buffer saline with Triton X-100 - sol fizjologiczna
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PCR

PFA
PMSF
PLA

Pol 1
PML
pre-rRNA
g-PCR

RLC

RNP
RPL

RPS

rRNA
RT-PCR
RT
ShRNA
SIRNA
S6

SDS

SDS-PAGE

snoRNP

SV

TBS

TBS-T

TEMED

buforowana fosforanami z dodatkiem detergentu Triton X-100
polymerase chain reaction - tancuchowa reakcja polimerazy
paraformaldehyde - paraformaldehyd

phenylmethylsulfonyl fluoride - fluorek fenylometylosulfonylu
proximity ligation assay - metoda ligacji zblizeniowe;j

RNA polymerase | - polimeraza RNA |

promyelocytic leukemia - ciatka PML

preribosomal RNA - prekursorowe rybosomalne RNA
quantitative polymerase chain reaction - ilosciowa reakcja
tancuchowa polimerazy

regulatory light chains - lekkie fancuchy regulatorowe miozyn
konwencjonalnych

ribonucleoproteins - biatka wigzace RNA

ribosomal protein large subunit - biatka rybosomalne zwigzane
Z duzg podjednostka rybosomu

ribosomal protein small subunit - biatka rybosomalne zwigzane
Z malg podjednostka rybosomu

ribosomal RNA - rybosomalne RNA

reverse transcriptase PCR - PCR z odwrotng transkrypcja
room temperature - temperatura pokojowa

short hairpin RNA - RNA o strukturze ,,szpilki do wtoséw”
small interfering RNA - krétkie interferujace RNA

ribosomal protein S6 - biatko rybosomalne S6

sodium dodecyl sulfate - dodecylosiarczan sodu

sodium dodecyl sulfate - polyacrylamide gel electrophoresis -
elektroforeza biatek w zelu poliakryloamidowym w warunkach
denaturujacych

small nucleolar ribonucleoproteins - mate jaderkowe
rybonukleoproteiny

Snell’s waltzer mice - myszy Snell’s waltzer

Tris Buffer Saline - sol fizjologiczna buforowana Tris

Tris Buffer Saline with Triton X-100 - s6l fizjologiczna
buforowana Tris z detergentem Triton X-100

N,N,N’,N” - tetrametyloetylenodiamina
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Tris

UBF
WB

Tris(hydroxymethyl)aminomethane -
Tris(hydroxymetylo)aminometan

Upstream Binding Factor - czynnik transkrypcyjny
Western Blot
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1.1. Jadro komorkowe

Jadro komorkowe jest najwigkszym przedzialem w komoérkach eukariotycznych.
Jego s$rednica waha si¢ od 3,5 do 20 um i zalezy od typu komorki (Kawiak i Zabel 2002).
Jadro komorkowe opisane zostato po raz pierwszy w 1802 r. przez Franza Bauera, ale
dopiero Robert Brown w 1831 r. nadal mu obecng nazwg nucleus. Glowna funkcja jadra
komorkowego jest przechowywanie materiatu genetycznego komorki i kontrola jego
aktywnos$ci przez regulacje ekspresji genow. W organizacji przestrzennej jadra
komorkowego mozna wyr6znié¢ cztery gtdéwne struktury: blone jadrowa, nukleoplazme,

chromatyne i jaderko (Rycina 1.1).

Ziarnistosci Strefa
interchromatynowe interchromatyny

Terytoria

Ciatka PML

Terytoria chromosomowe

Rycina 1.1. Organizacja przestrzenna jadra komérkowego. Na podstawie Molecular Biology of the
Cell, The 4th edition, Alberts i in. 2002, zmodyfikowany.

Blona jadrowa (zwana tez otoczkg jadrowag) oddziela nukleoplazme od
cytoplazmy. W jej obrgbie mozna wyr6zni¢ dwie btony lipidowe, zewngtrzng - od strony
cytoplazmy (ONM, ang. outer nuclear membrane) i wewnetrzng - od strony
nukleoplazmy (INM, ang. inner nuclear membrane), pomiedzy ktérymi znajduje si¢
przestrzen perinuklearna.

Zewngtrzna blona jadrowa zachowuje cigglos¢ z systemem bton szorstkiej
siateczki $rodplazmatycznej (retikulum endoplazmatycznego) (rER, ang. rough
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endoplasmic reticulum), ktora charakteryzuje obecno$¢ licznych rybosomow na jej
zewngtrznej powierzchni. Jedng z glownych funkcji rER jest biosynteza i fatdowanie
biatek. Sfaldowane bialka s3 nastepnie transportowane oraz potranslacyjnie
modyfikowane (modyfikacje warunkuja funkcjonalng struktur¢ biatka) wewnatrz
kanatow rER. Za poprawne faldowanie bialek w warunkach fizjologicznych i w
warunkach stresu odpowiadaja biatka opiekuncze (czaperony), do ktérych zalicza sig¢
biatka szoku cieplnego (HSP, ang. heat shock protein), ktore znajdujg si¢ w Swietle rER
(Ni i Lee 2007). Jednym z najlepiej scharakteryzowanych biatek opiekunczych rER jest
biatko GRP78 (ang. glucose regulated protein 78 kDa) znane rowniez jako BiP (ang.
binding immunoglobulin protein) lub HSAPS (ang. heat shock protein 5). Biatko GRP78
to biatko opiekuncze z rodziny HSP70, ktére bierze udzial w transporcie nowo
zsyntetyzowanych biatek przez btony rER, ulatwieniu faldowania biatek, degradacji
nieprawidlowo sfatdowanych biatek, regulacji homeostazy wapniowej i w odpowiedzi na
stres ER (Hendershot 2004; Lee 2005; Li i in. 2006).

Wewngtrzna powierzchnia blony jadrowej sasiaduje z jednej strony z blaszka
jadrowa, z drugiej jest powigzana z chromatyng. Blaszka jadrowa to sie¢ wldkienek
biatkowych utworzonych z lamin, ktore zaliczane s3 do biatek macierzy jadra (ang.
nuclear lamina). U ssakow mozna wyr6zni¢ trzy typy lamin: laming A, B (B1 oraz B2)
oraz C. Laminy na peryferiach jadra zapewniaja mechaniczng podpore jadra oraz
odpowiadajag za jego ksztalt, za$§ ich wewnatrzjadrowa pula moduluje dynamike
chromatyny, alternatywne sktadanie eksonow (splicing) i naprawg DNA (Moir i in. 1994;
Mahen i in. 2013; Camps i in. 2015; Bronshtein i in. 2015).

W obrgbie otoczki jadrowej wyrdznia si¢ pory jadrowe, tworzone przez
wyspecjalizowane strukturalnie kompleksy poréw jadrowych (NPC, ang. nuclear pore
complex), ktorych budulcem sg nukleoporyny. Za posrednictwem poroéw jadrowych
odbywa sie nieselektywny transport jondow, czasteczek oraz bialek o masie ponizej 40
kDa z cytoplazmy do jadra komorkowego 1 w kierunku przeciwnym. Transport czgstek
wigkszych takich, jak rybonukleoproteiny, enzymy (polimerazy) Ilub czynniki
transkrypcyjne podlega $cistej kontroli i ma charakter transportu aktywnego. Biatka
transportowane przez pory jadrowe sg wyposazone w krétkie sekwencje sygnatowe: NLS
(ang. nuclear localization signals) i NES (ang. nuclear export signals), ktore sa
rozpoznawane przez specyficzne przeno$niki, odpowiednio importyny i eksportyny.

Jadro komorkowe jest wysoce zorganizowane 1 zawiera wiele nie ograniczonych

btong lipidowa struktur jadrowych, do ktérych zalicza si¢: wspomniane wczesniej jaderko
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(ktorego $rednica moze osigga¢ do 8 um), ciatka jadrowe (osiggajace srednice 0,1-3um)
takie, jak cialka Cajala i ciatka PML, terytoria chromosomowe [(euchromatyna -
chromatyna rozproszona) i heterochromatyna - chromatyna skondensowana)], przestrzen
mi¢dzy skupieniami chromatyny - strefa interchromatyny oraz ziarnisto$ci
interchromatynowe (ang. speckles i paraspeckles), stanowiace przede wszystkim miejsce
wystepowania czynnikow splicingowych (Lamond i Earnshaw 1998; Zamora-Cura i in.
2014).

1.2. Jaderko - struktura i funkcje

Jaderko jest najbardziej widoczng, pozbawiong bton strukturg w jadrze komorek
eukariotycznych (Emmott i Hiscox 2009; Lam i Trinkle-Mulcahy 2015; Peng i Weber
2019). Moze ono zajmowac do 25% objetosci jadra, zwlaszcza w komoérkach, w ktorych
wystepuje duze zapotrzebowanie na synteze biatka. Zwykle w jadrze sg obecne jedno lub
dwa jaderka (Doeberitz i Wentzensen 2008). W jaderku zachodzi synteza rybosomalnego
RNA (rRNA) przez polimeraz¢ RNA 1 (Pol I), skladanie rRNA =z biatkami
rybosomalnymi i tworzenie podjednostek rybosoméw (Mélése i1 Xue 1995; Bywater i in.
2013; Thomson i in. 2013; Diesch i in. 2014; Farley i in. 2015; Konikkat i Woolford 2017;
Derenzini i in. 2017; Mangan i in. 2017). Jaderko powstaje wokol obszaréw
(organizatorow) jaderkotworczych, NOR (ang. nucleolar organizer region),
zlokalizowanych w przewezeniach wtornych niektorych chromosomow (Nemeth 1
Grummt 2018; van Sluis i McStay 2019). Obszary te sg kluczowe dla dynamicznego
formowania jaderka podczas cyklu komorkowego (Nemeth i Grummt 2018). Obszary
jaderkotworcze zawieraja tandemowo powtorzone geny kodujace 5.8S!, 18S oraz 28S
rRNA (liczba kopii genéw kodujacych rRNA u ludzi wynosi 200) (Scheer i Hock 1999;
Lam i in. 2005; Mangan i in. 2017; Pelletier i in. 2018). Liczba i umiejscowienie NOR-
6w na chromosomach jest charakterystyczna dla danego gatunku. U ludzi znajduje si¢ 10
obszarow jaderkotwérczych NOR obecnych na krotkich ramionach pigciu par
akrocentrycznych chromosomow [(chromosomow z centromerem zlokalizowanym
blisko konca jednego z nich (chromosomy 13,14,15,21 i 22)].

W aktywnym transkrypcyjnie jaderku mozna wyrdzni¢ trzy obszary: centrum
fibrylarne FC (ang. fibrillar center), gesty sktadnik fibrylarny DFC (ang. dense fibrillar

component) oraz sktadnik ziarnisty GC (ang. granular component), otoczony przez

15 — stata sedymentacji Svedberga
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strukture zlokalizowang na peryferium jaderka okre$lang jako PH (ang. peri-nucleolar
heterochromatin) (Rycina 1.2) (Emmott i Hiscox 2009; Farley i in. 2015; Feric i in. 2016;
Mangan i in. 2017; Tsekrekou i in. 2017). Organizacja jaderka odzwierciedla
przestrzenne rozdzielenie poszczegdlnych etapow biogenezy rybosomow (Lo 1 in. 2006,
Hiscox 2007). Proces ten jest zapoczatkowany w obszarze FC jaderka, gdzie ma miejsce
transkrypcja genu 45S rRNA na matrycy rDNA, z udziatem Pol I. Na granicy FC i
otaczajacych je DFC ma miejsce dojrzewanie i modyfikacja prekursorow 47S rRNA
(transkryptow 47S pre-rRNA), w tym np. metylacja rybozy oraz izomeryzacja urydyny
do pseudourydyny, ktora jest niezbedna dla wtasciwej strukturalnej organizacji jaderka i
aktywnosci dojrzatego rRNA (Freed i in. 2010; Kressler i in. 2010). W procesie tym biorg
udzial mate jaderkowe rybonukleoproteiny, snoRNPs (ang. small nucleolar
ribonucleoproteins) (Shubina i in. 2016). W obszarze GC jaderka zachodzi sktadanie
podjednostek rybosomoéw tj. sktadanie 5.8S, 18S i 28S rRNA oraz 5S rRNA z biatkami
rybosomalnymi (Tschochner i Hurt 2003; Thiry i Lafontaine 2005; Smirnov i in. 2014;
Lindstrom i in. 2018). Struktura na peryferium jaderka, okreslana jako PH, jest zwigzana
zjaderkiem, ale jest od niego strukturalnie odmienna. Zawiera kompleksy heterogennych,
jadrowych rybonukleoprotein, hnRNP (ang. heterogeneous ribonucleoproteins), biatka
wigzace RNA, jak rowniez transkrypty polimerazy RNA 111 (Pol 1) [(transkrypty genow
5S rRNA, tRNA oraz matych jadrowych RNA, snRNA (ang. small nuclear RNA)]
(Pollock i Huang 2009, 2010). Wyzej opisane obszary jaderka mozna rozrdzni¢ na
podstawie ich morfologii z uzyciem mikroskopu elektronowego podczas interfazy; w

trakcie podziatu komorki jaderko ulega zanikowi (Prieto i McStay 2005).

o
-
O

=
i

~

GC

Rycina 1.2. Schemat budowy jaderka. W aktywnym transkrypcyjnie jaderku mozna wyréznié trzy
obszary: centrum fibrylarne FC (ang. fibrillar center), gesty sktadnik fibrylarny DFC (ang. dense fibrillar
component) oraz sktadnik ziarnisty GC (ang. granular component) otoczony przez strukture zlokalizowang
na peryferium jaderka, okreslang jako PH (ang. peri-nucleolar heterochromatin). Rycina z lewej
przedstawia obraz z transmisyjnego mikroskopu elektronowego, rycina z prawej to schemat z
zaznaczeniem obszarow jaderka. Skala 1um (na podstawie Villacis i in. 2018, zmodyfikowany).
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W jaderku, jak juz wczesniej wspomniano, zachodzi transkrypcja genu 45S rRNA
przez Pol I, w wyniku ktorej generowany jest prekursor 47S rRNA (pre-rRNA), ktory po
wstepnej obrobee i dojrzewaniu prowadzi do powstania dojrzatych 5.8S, 18S i 28S rRNA
(Thomson i in. 2013). 5S rRNA ulega transkrypcji przy udziale Pol 111 w nukleoplazmie,
skad jest transportowany wraz z biatkami rybosomalnymi, RP (ang. ribosomal proteins)
do jaderka (Rycina 1.3).

Z powstatych rRNA powstaja podjednostki rybosomow — mata podjednostka
rybosomu 40S zawierajgca 18S rRNA i 33 biatka, oraz duza podjednostka 60S
zawierajaca 5.8S, 28S i 5S rRNA oraz 47 biatek (Fromont-Racine i in. 2003; Henras i in.
2008; Kressler i in. 2010; Anger i in. 2013; Khatter i in. 2015; Thomson i in. 2013; de la
Cruz i in. 2015). Biatka wigzace odpowiednie rRNA bezposrednio zaangazowane w
syntez¢ podjednostek rybosomow zwane sa rybonukleoproteinami, RNP (ang.
ribonucleoproteins). U Eukaryota zidentyfikowano jak dotad 80 biatek RNP, wsrod
ktérych wyrdznia si¢ biatka RPS, zwigzane z matg podjednostka rybosomu oraz biatka
RPL, zwigzane z duza podjednostka rybosomu. Podjednostki 40S 1 60S sg nastgpnie
eksportowane przez nukleopory do cytoplazmy, gdzie po procesie ostatecznego
dojrzewania tworza dojrzaty rybosom 80S (Boisvert i in. 2007; Goodfellow i Zomerdijk
2013; Gamalinda i Woolford 2015; Henras i in. 2015; Blalock i in. 2017).
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Rycina 1.3. Schemat biogenezy podjednostek rybosoméw w jaderku. W wyniku transkrypcji rDNA
(kodujacego 45S rRNA) przez polimeraz¢ RNA I (Pol I) dochodzi do powstania prekursora 47S rRNA
(pre-rRNA), ktory podlega specyficznym modyfikacjom i prowadzi do powstania dojrzatych rRNA (5.8S,
18S, 28S rRNA). 5S rRNA ulega transkrypcji przy udziale polimerazy RNA 111 (Pol 111) w nukleoplazmie,
skad wraz z biatkami rybosomalnymi jest transportowany do jaderka. rRNA wraz z odpowiednimi biatkami
rybosomalnymi daja poczatek duzej (60S) i malej (40S) podjednostce rybosomu (na podstawie Russo i
Russo 2017, zmodyfikowany).

Dotychczas zidentyfikowano 1318 bialek jaderkowych [baza danych Human
Protein Atlas (www.proteinatlas.org; Uhlen i in. 2010; Thul i in. 2017), Stenstrém i in.
2020]. Wsréd nich wyrézni¢ mozna wcezesniej wspomniane biatka rybosomalne
bezposrednio zaangazowane w synteze podjednostek rybosomow (RPS i RPL), biatka
nierybosomalne [(helikazy, czynniki splicingowe, biatka czaperonowe i enzymy biorace
udziat w transkrypcji (Pol I)], enzymy biorgce udzial w dojrzewaniu pre-rRNA (np.
fibrylaryna), mate jaderkowe RNA, snoRNA (ang. small nucleolar RNA) oraz biatka
regulatorowe (np. B23). Pozostale biatka jaderkowe biorg udziat w takich procesach, jak:
odpowiedz komorki na stres, regulacja cyklu komorkowego, replikacja 1 naprawa DNA,
kontrola starzenia czy odpowiedz na infekcje wirusowe (Boisvert i in. 2007; Tsekrekou i

in. 2017; Russo i Russo 2017; Yang i in. 2018; Weeks i in. 2019).
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Udziat jaderka w tak réznorodnych procesach sprawia, ze mozna je uznaé za
strukture multifunkcjonalng (Correll i in. 2019). A zatem, proces biogenezy rybosomow
jest nierozerwalnie zwigzany z innymi fundamentalnymi procesami komorkowymi. Co
wiecej, dysfunkcje w procesie produkcji rybosoméw prowadza do rozwoju NOWotworow
i/lub choréb genetycznych, zwanych rybosomopatiami (charakteryzujacych si¢
obecnoscig mutacji lub delecji genéw zwigzanych z biogenezg rybosomow) (Derenzini i
in. 2009; Villacis i in. 2018; Turi i in. 2019). Ponadto, zaburzenia w funkcjonowaniu
jaderka sa charakterystycznym markerem wielu chordb neurologicznych zwigzanych z
wiekiem, wlaczajac choroby Parkinsona (PD), Huntingtona (HD) oraz Alzheimera (AD),
a takze chorob uktadu krazenia (ischemia, zawal migénia sercowego, przerost migsnia

sercowego) (Villacis i in. 2018).

1.3. Stres jaderkowy

Jaderko zmienia swa morfologie, wielkos¢ i aktywno$¢ pod wptywem dziatania
roéznych czynnikow stresowych, ktorymi sg m.in. inhibitory Pol I [(np. aktynomycyna D
(ActD)] (Yung i in. 1985), czynniki cytotoksyczne (Desnoyers i in. 1996; Chan i Chan
1999), biatka wirusowe (Matthews 2001), promieniowanie UV (Thielmann i in. 1999),
szok cieplny (Chan i Chan 1999) oraz czynniki indukujace uszkodzenia DNA (Yogev i
in. 2008), apoptoze czy starzenie (Kar i in. 2011). Pod wptywem stresu dochodzi do
rozpadu struktury jaderka (nastgpuje utrata jego integralnosci na skutek rozdziatu
obszarow FC i GC), co okresla si¢ terminem stresu jaderkowego (Emmot i Hiscox 2009;
Boulon i in. 2010; James i in. 2014). W tych warunkach dochodzi réwniez do zmian w
lokalizacji bialek jaderkowych. Bialka te moga ulega¢ translokacji z jaderka do
nukleoplazmy lub cytoplazmy. Przyktadem biatka jaderkowego przemieszczajacego si¢
do nukleoplazmy pod wptywem stresu jest marker GC jaderka, biatko B23 (Boulon i in.
2010; Burger i in. 2010).

Zmiany morfologiczne, ktorym podlega jaderko pod wptywem ActD mozna
uwidoczni¢ wykonujac barwienia immunofluorescencyjne z wykorzystaniem
fluorescencyjnie znakowanych przeciwciat skierowanych przeciwko znanym markerom
jaderka, to jest: UBF, fibrylaryny oraz B23. Translokacja B23 do nukleoplazmy jest
wizualizowana na obrazach mikroskopowych jako jednorodne barwienie obszaru
nukleoplazmy lub catego jadra (Yung i in. 1985; Chan i in. 1985; Rubbi i Millner 2003;
Yang i in. 2016, 2018).
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1.4. Charakterystyka wybranych bialek jaderkowych

1.41. UBF

Oprodcz Pol 1, przynajmniej dwa czynniki transkrypcyjne sg niezbedne w inicjacji
transkrypcji rDNA: biatko UBF (ang. upstream binding factor) (Learned i in. 1986; Bell
I in. 1988) oraz czynnik selekcyjny SL1 (ang. selectivity factor 1). Biatko UBF (m.cz. ~
90 kDa), kodowane przez gen UBTF, rozpoznaje dwa rejony promotora rDNA: gléwny
rejon promotora CORE oraz rejon dodatkowy UCE (ang. upstream control element) (Bell
I in 1988; Jantzen i in. 1990). Rejon CORE zawiera miejsce startu transkrypcji +1. Rejon
UCE, o dhugosci 50-80 pz, wystepuje w odlegtosci ~100 pz powyzej miejsca startu
transkrypcji (-100) i jest odpowiedzialny za wzrost wydajnosci transkrypcji (~10-100x).
Dodatkowy czynnik, SL1 wigze i stabilizuje kompleks UBF-DNA i oddziatuje z wolng
czescig gtdéwnego rejonu promotorowego CORE. Zwigzanie SL1 umozliwia przytaczenie
si¢ Pol I do kompleksu UBF-rDNA i zapoczatkowanie transkrypcji.

Bialko UBF posiada na koncu aminowym (N-koncu) region posredniczacy w
dimeryzacji, za ktérym znajduja si¢ cztery domeny HMG, ktére wykazuja homologi¢ do
nichistonowych biatek z rodziny HMG (ang. high mobility group), HMG1 i HMG2
(Jantzen i in. 1990; McStay i in. 1991) (Rycina 1.4).

N-koricowa domena HMG box1 HMGbox2 HMGbox3 HMG box4 Region kwasowy

| | | | | A
[ Y 1 T T | 1

UBF dimeryzacja Wigzanie DNA Aktywacja transkrypcji
1 764

Rycina 1.4. Schemat struktury biatka UBF. Biatko UBF jest zbudowane z 764 reszt aminokwasowych i
zawiera cztery domeny HMG wigzace DNA (HMG box), domen¢ umozliwiajaca dimeryzacje na N-koncu
biatka oraz wysoce kwasowy region C-koncowy (na podstawie Wright i in. 2006, zmodyfikowany).

Pierwsza domena HMG biatka UBF jest niezbedna dla specyficznego wigzania
DNA, pozostate domeny HMG modulujg wydajno$¢ wigzania DNA (Jantzen 1 in. 1992).
Na koncu karboksylowym (C-koncu) biatka znajduje si¢ domena bogata w kwasowe
reszty aminokwasowe, ktora bierze udzial w aktywacji transkrypcji (Jantzen i in. 1992;
Voit 1 in. 1992). Mutacje w sekwencji promotora, ktore wywierajg wptyw na wigzanie
UBF do DNA lub oddzialywanie UBF-SLI, skutkuja drastycznym spadkiem aktywnosci
transkrypcji.
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1.4.2. Fibrylaryna

Fibrylaryna (m.cz. ~34 kDa), kodowana przez gen FBL, jest kluczowym biatkiem
jaderka, ktorego sekwencja i funkcja jest zachowana w ewolucji od Archaea po cztowieka
(Rodriguez-Corona i in. 2015; Shubina i in. 2016). U Eukaryota, fibrylaryna lokalizuje
si¢ na granicy miedzy obszarami FC i DFC oraz w obszarze DFC jaderka, gdzie zachodzi
dojrzewanie pre-rRNA (Ochs i in. 1985; Sobol i in. 2013).

Fibrylaryna jest zwigzana z matymi, jaderkowymi rybonukleoproteinami,
SnoRNPs i katalizuje 2’-O-metylacj¢ rybosomalnego RNA podczas dojrzewania pre-
rRNA (Lechertier i in. 2009; Shubina i in. 2016). Dodatkowo, fibrylaryna reguluje
transkrypcj¢ rRNA poprzez metylacje histonu H2A (Tessarz i in. 2014; Loza-Muller i in.
2015). Sekwencja fibrylaryny, zbudowana z 321 reszt aminokwasowych, jest podzielona
na dwie duze domeny: domene N-koncowg oraz domene o aktywnos$ci metylotransferazy
(MTase domain, Feric i in. 2016) (Rycina 1.5). Domena N-koncowa jest podzielona na
dwa regiony (1) domen¢ GAR bogatg w reszty glicyny i argininy zbudowang z 77 reszt
aminokwasowych oraz (2) tacznik zbudowany z 61 reszt aminokwasowych o nieznanej
jak dotad funkcji. Domena GAR jest odpowiedzialna za kierowanie biatka do jadra oraz
posiada sygnat lokalizacji jaderkowej, NOLS (ang. nucleolar localization signal) (Pih i
in. 2000; Levitskii i in. 2004; Kozbial i Mushegian 2005). Domena metylotransferazy
odpowiada zas za aktywnos$¢ enzymatyczng (Feric i in. 2016), zawiera zachowang
sekwencje wigzaca RNA oraz region a-helisy, ktory oddzialuje z biatkiem Nop56/58
(Snaar i in. 2000); sekwencja ta jest niezbedna dla lokalizacji jaderkowej fibrylaryny.

N-koricowa domena domena metylotransferazy (MTase domain)
A |
[ \[ |
GAR tacznik Domena wigzaca RNA a-helisa
| A
r . \f \[ A \f !
Fibrylaryna NolLS Wiazanie RNA Metylacja Oddziatywanie z Nop56/58
1 321

Rycina 1.5. Schemat struktury fibrylaryny. W sekwencji fibrylaryny wyroznia sie dwie domeny:
domeng N-koficows oraz domene o aktywno$ci metylotransferazy (MTase domain). Domena N-koncowa
zbudowana jest z (1) domeny GAR, zawierajacej sygnat lokalizacji jaderkowej NoLS oraz (2) tacznika o
niezidentyfikowanej jak dotad funkcji. Domena o aktywno$ci metylotransferazy jest zbudowana z (1)
domeny wigzacej RNA, odpowiedzialnej za metylacj¢ rRNA podczas dojrzewania pre-rRNA oraz (2)
regionu a-helisy, oddzialujacym z biatkiem Nop56/58 (na podstawie Rodriguez-Corona i in. 2015,
zmodyfikowany).

Fibrylaryna jest bialkiem wysoce dynamicznym, stale krazagcym miedzy

jaderkiem a nukleoplazmg (Phair i Misteli 2000; Snaar i in. 2000). Wzrost poziomu
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fibrylaryny zaobserwowano w nowotworach piersi (Marcel i in. 2013; Su i in. 2014),
prostaty (Koh i in. 2011) i watroby (Zhang i in. 2021), co wskazuje na potencjalne

zastosowanie tego bialka jako celu terapeutycznego (Marcel 1 in. 2013; El Hassouni 1 in.

2019).

1.4.3. Bialko B23

Biatko B23 (m.cz. ~37 kDa), kodowane przez gen NPM1, znane jest rowniez jako
NPM1/nukleofosmina/numatryna lub NO38. Jest powszechnie wystepujgcym biatkiem
jaderkowym zaangazowanym na kazdym z etapdw syntezy podjednostek rybosomow (od
etapu transkrypcji rDNA przez dojrzewanie prekursorow rRNA, sktadanie podjednostek
po ich eksport do cytoplazmy) (Herrera i in. 1995; Yu i in. 2006; Maggi i in. 2008). W
strukturze biatka B23 mozna wyr6zni¢ trzy domeny funkcjonalne (Rycina 1.6).
Hydrofobowa domena na N-koncu posredniczy w oligomeryzacji biatka B23 i
oddziatywaniu z innymi biatkami np. nukleoling i fibrylaryng (Namboodiri i in. 2004).
Oligomeryzacja biatka B23 wigze si¢ z jego rolg w proliferacji komoérek, podczas gdy
monomeryczna forma biatka jest zwigzana z odpowiedziag na uszkodzenia DNA i
indukcje apoptozy (Koike i in. 2019). Centralna domena zawiera reszty kwasu
asparaginowego i glutaminowego, uczestniczy w wigzaniu histonow i jest niezb¢dna dla
aktywnosci rybonukleazowej biatka (Okuwaki i in. 2001; Gadad i in. 2011; Hisaoka i in.
2014). Kolejng domene charakteryzuje obecno$¢ zasadowych reszt aminokwasowych,
ktére odpowiadaja za wigzanie z kwasami nukleinowymi oraz ATP (Hingorani i in. 2000;
Choi i in. 2008). Natomiast domena C-koncowa posiada wysoce zakonserwowany region

aromatyczny i sygnat lokalizacji jaderkowej NOLS.

domena domena domena domena
hydrofobowa kwasowa zasadowa aromatyczna
1 A A \
[ \ \ !
Oligomeryzacja Aktywnosc rybonukleazowa  Wigzanie NolLS
B23 Aktywnosc¢ czaperonowa Wiazanie histonéw kwasow
NES NLS nukleinowych
1 294

Rycina 1.6. Schemat struktury B23. B23 posiada N-kofcowa, hydrofobowa domene odpowiedzialng za
oligomeryzacje i aktywnos$¢ czaperonowa. W domenie tej zlokalizowany jest sygnat eksportu jadrowego
NES, ktory sprzyja translokacji B23 z jadra do cytoplazmy. Domena centralna o charakterze kwasowym
jest niezbedna dla aktywnosci rybonukleazowej biatka i posredniczy w wiazaniu histonéw; zawiera ona
sygnat lokalizacji jadrowej NLS. Domena zasadowa jest zaangazowana w wigzanie kwasow nukleinowych.
C-koncowa domena aromatyczna zawiera sygnat lokalizacji jaderkowej NoLS i jest odpowiedzialna za
jaderkowa lokalizacje¢ biatka (na podstawie Zarka i in. 2020, zmodyfikowany).
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Glownym miejscem wystgpowania B23 jest obszar GC jaderka, gdzie odbywa si¢
sktadanie podjednostek rybosomow 40S i 60S zawierajacych swoiste rRNA z
odpowiednimi biatkami (Spector i in. 1984; Yu i in. 2006). B23 wystepuje roOwniez poza
obszarem jaderka, w nukleoplazmie 1 cytoplazmie. Dzigki obecnosci sekwencji
sygnatowych tj. sygnatu eksportu jadrowego NES, sygnatu lokalizacji jadrowej NLS oraz
sygnatu lokalizacji jaderkowej NoLS, B23 moze przemieszczaé si¢ w obrebie jaderka
oraz pomiedzy jaderkiem i nukleoplazmg lub cytoplazma (Yung i in. 1985; Wang i in.
2005; Yu i in. 2006; Muro i in. 2008). Zdolnos¢ do przemieszczania si¢ B23 miedzy tymi
przedziatami jest kluczowa dla procesu syntezy podjednostek rybosomoéw oraz ich
transportu z jadra do cytoplazmy, gdzie podlegaja procesowi ostatecznego dojrzewania.

Na wczesnych etapach biogenezy rybosomoéow B23, wigzac biatka histonowe,
reguluje stopien kondensacji chromatyny (Lindstrom 2011). W procesie dojrzewania
rybosomow biatko B23, oddziatujac jako endorybonukleaza, tnie ni¢ pierwotnego
transkryptu 47S pre-rRNA (Herrera i in. 1995; Savkur i in. 1998). Ponadto, B23
oddziatuje bezposrednio z kilkoma biatkami rybosomalnymi, w tym RPL5, RPS9 i
RPL23 (Lindstrom i Zhang 2008; Wanzel i in. 2008). Co wigcej, B23 wiazac juz dojrzate
podjednostki rybosomow uczestniczy w ich eksporcie do cytoplazmy (Maggi 1 in. 2008).
Obnizony poziom biatka B23 prowadzi do zaburzenia dojrzewania 28S rRNA (Itahana i
in. 2003) i translokacji B23 do cytoplazmy, a tym samym do zahamowania transportu

podjednostek rybosomow oraz wolniejszego podziatu komoérek (Maggi i in. 2008).

1.4.4. Nukleolina

Nukleolina (m.cz. ~110 kDa), kodowana przez gen NCL jest jednym z
najpowszechniej wystgpujacych biatek w jaderku, stanowi bowiem ~10% wszystkich
obecnych tam biatek. Nukleolina zlokalizowana jest gtéwnie w obszarach DFC i GC
jaderka (Lischwe i in. 1981; Bugler i in. 1982; Ochs i in. 1983; Biggiogera i in. 1990;
Shaw i Jordan 1995; Andersen i in. 2005; Bicknell i in. 2005). Nukleolina jest obecna
rowniez w niewielkiej ilosci w nukleoplazmie, cytoplazmie 1 btonie komdrkowej, dzieki
jej zdolnosci migracji z jaderka (Tuteja i Tuteja 1998; Abdelmohsen i Gorospe 2012;
Berger i in. 2015). Jaderkowa frakcja nukleoliny reprezentuje ponad 90% komorkowe;j
puli biatka, podczas gdy nukleoplazma zawiera mniej niz 5% biatka (Scherl i in. 2002).

Gloéwng funkcjg nukleoliny jest udzial w biogenezie rybosoméw, w tym

transkrypcji rDNA, dojrzewaniu rRNA oraz sktadaniu i dojrzewaniu rybosoméw (Cong
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I in. 2012; Tonello i in. 2022). Zdolno$¢ nukleoliny do wypetniania tych funkcji
komorkowych jest powigzana z jej strukturalng organizacja i tworzeniu przez nig wielu
réznych interakcji z innymi biatkami i RNA (Tuteja i Tuteja 1998; Ginisty i in. 1999,
Raska i in. 2006). Ujemnie natadowana domena N-koncowa jest odpowiedzialna za
interakcje z histonem HI1 i dekondensacje chromatyny (Rycina 1.7). Dzigki temu,
nukleolina wspomaga wigzanie i1 dziatanie kompleksu Pol I, co utatwia transkrypcje
rDNA (Olson i Thompson 1983; Bouche i in. 1984; Egyhazi i in. 1988; Erard i in. 1988;
Ghisolfi-Nieto i in. 1996; Roger i in. 2003; Angelov i in. 2006; Cong i in. 2012). W
domenie N-koncowej znajduja si¢ miejsca fosforylacji przez kinazg kazeinowa typu II
(CKI1); fosforylacja nukleoliny prowadzi do jej proteolizy (Mongelard i Bouvet 2007) i
zwigkszonej specyficznosci jej oddziatywania z Pol 11 z rtDNA (Leary i Huang 2001).
Domena centralna nukleoliny zawiera cztery motywy rozpoznajagce RNA, RRM (ang.
RNA recognition motif), zwane takze domenami wigzacymi RNA, RBD (ang. RNA
binding domain). Odpowiada ona za wigzanie pre-rRNA podczas dojrzewania
transkryptu, co pozwala na utrzymanie jego struktury Il-rzedowej. Te funkcje nukleoliny
pozwalaja na zaliczenie jej do biatek opiekunczych procesu biosyntezy rybosomow.
Sadzi sie, ze RBD sa kluczowe dla jaderkowej lokalizacji nukleoliny (Créancier i in.
1993). Domena C-koncowa GAR, uczestniczy w transporcie biatek rybosomalnych do
jaderka, sktadaniu rybosomoéw i lokalizacji nukleoliny w jaderku (Pellar i Dimario 2003,

Masiuk 2008; Okuwaki i in. 2021).

N-koricowa domena domena centralna C-koricowa domena

A | A

[ I | |

Reszty kwasowe domeny wigzace RNA (RRM) domeny GAR
Oddziatywanie z histonem H1 Wiazanie pre-rRNA Transport biatek rybosomalnych
Nukleolina ~ Obecnos¢ miejsc fosforylacji podczas dojrzewania do jaderka
NLS transkryptu Sktadanie rybosomoéw
Lokalizacja jaderkowa Lokalizacja jaderkowa
1 713

Rycina 1.7. Schemat struktury nukleoliny. Domena N-koncowa nukleoliny zawiera kwasowe reszty
aminokwasowe oraz sygnat NLS; centralna domena biatka zawiera sekwencje wiazace RNA i warunkuje
jaderkowa akumulacje biatka, domena C-koficowa wigze biatka rybosomalne (na podstawie Carvalho i in.
2021, zmodyfikowany).

Nukleolina bierze rowniez udzial w transporcie biatek rybosomalnych i
podjednostek rybosomalnych z jadra do cytoplazmy (Borer i in. 1989; Schmidt-
Zachmann i in. 1993; Tuteja i Tuteja 1998; Tajrishi i in. 2011). Nukleolina odpowiada

takze za utrzymanie sferycznego ksztaltu i prawidlowej organizacji jaderek (wyciszenie
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ekspresji NCL prowadzi do zmiany ksztattu jaderek ze sferycznego na nieregularny) (Ma
I in. 2007).

Wyciszenie ekspresji NCL powoduje areszt cyklu komoérkowego, czemu
towarzysza defekty kontroli duplikacji centrosomu. W komorkach takich obserwuje si¢
ponadto zaburzenia budowy jadra, w tym powickszenie jadra komorkowego, obecnosé
mikrojader lub wielu jader (Ugrinova i in. 2007). Wyciszenie ekspresji NCL prowadzi
rowniez do rearanzacji poszczegdlnych obszarow jaderka: obszary FC i DFC ulegaja
delokalizacji do GC (Ugrinova i in. 2007).

Nukleolina bierze udziat w procesie apoptozy, stanowigc receptor na powierzchni
makrofagéw 1 monocytéw. W komodrkach apoptotycznych wykazano jej zwigzek z
PARP-1 (ang. poly ADP-ribose polymerase 1), ktory jest waznym biatkiem w naprawie
uszkodzen DNA (Mi 1 in. 2003).

Nukleolina odgrywa réwniez rolg w kancerogenezie indukowanej wirusem HPV;
warunkuje ona ekspresje onkogendéw wirusa w komorkach raka szyjki macicy i
podtrzymuje ich proliferacj¢ (Grinstein i in. 2002). Co wigcej, wykazano, ze nukleolina
na powierzchni komoérek pelni funkcje receptora dla wirusa HIV (Masiuk 2008).
Nukleolina bierze ponadto udzial w zakazaniu komoérki przez wirusy hepatotropowe,
transporcie czgstek wirusa do jaderka i ich replikacji (Hirano i in. 2005).

Zaangazowanie nukleoliny w procesy patologiczne (gtdéwnie tumorogenez¢ 1
infekcje wirusowg) czyni to biatko potencjalnym celem terapii przeciwnowotworowej i
przeciwwirusowej (Waggoner i Sarnow 1998; Matthews 200; Mongelard i Bouvet 2007;
Krust i in. 2011; Hsu i in. 2015; Morfoisse i in. 2016).

1.5. Nadrodzina miozyn

Miozyny tworza ogromng nadrodzing bialek motorycznych, ktore przeksztatcaja
energi¢ uzyskang z hydrolizy ATP w sil¢ mechaniczng niezbedng do ruchu wzdtuz
filamentow aktynowych (Holmes i Geeves 2000; Foth i in. 2006; Sweeney i Houdusse
2010; Scott i in. 2021). Miozyny wystepuja powszechnie w komorkach eukariotycznych
zar6wno w cytoplazmie, jak i jadrze komorkowym (Sellers 2000; Richards i Cavalier-
Smith 2005; Odronitz i Kollmar 2007, Maly i Hofmann 2020). Miozyna zostata po raz
pierwszy odkryta w mig$niach szkieletowych (Engelhardt i Lyubimova 1939). Obecnie

wiemy, ze miozyny mig$niowe generujg skurcz wszystkich typow miesni.

28



Dotychczas poznano ponad 35 rodzin (klas) tych molekularnych motorow,
ktorych podziat oparto na réznicach w sekwencji domeny motorycznej (Foth i in. 2006;
Odronitz i Kollmar 2007). Miozyny mozna podzieli¢ takze na dwie glowne grupy,
miozyny konwencjonalne i miozyny niekonwencjonalne (Sellers 2000; Berg i in. 2001).
Miozyny migéniowe Oraz podobne do nich pod wzgledem struktury i funkcji miozyny
niemig$niowe zwane sg miozynami konwencjonalnymi i tworzg rodzing 11. Miozyny te,
kodowane u cztowieka przez geny MYH, tworza filamenty (Geeves i in. 1999; Beach i
Hammer 2015). Natomiast miozyny nalezagce do pozostatych rodzin i wystepujace w
réznych typach tkanek to miozyny niekonwencjonalne, niezdolne do tworzenia
filamentow. Sa one kodowane u cztowieka przez geny MYO. U ludzi odkryto 40 genow
kodujacych tancuchy ciezkie miozyn z 12 rodzin (Rycina 1.8) z czego miozyny
konwencjonalne sa kodowane przez 14 gendow (Berg iin. 2001; Foth 1 in. 2006; Odronitz

i in. 2007; Hartman i in. 2011).

_________________

Miozyna 19

Miozyna 18

Rycina 1.8. Drzewo filogenetyczne nadrodziny miozyn wystepujacych u ludzi. U ludzi odkryto 40
genow kodujacych tancuchy cigzkie miozyn z 12 rodzin (na podstawie Brito i Sousa 2020,
zmodyfikowany).

Wigkszo$¢ miozyn konwencjonalnych wystepuje w migsniach poprzecznie
prazkowanych i gltadkich, ale trzy izoformy, tzw. miozyny niemi¢sniowe kodowane przez

MYH9, MYH10 i MYH14 sg obecne we wszystkich typach komorek.
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1.5.1. Miozyny konwencjonalne

Miozyny konwencjonalne to heksamery o facznej m.cz. ~500 kDa; zbudowane sg
z pary tancuchow cigzkich (ang. myosin heavy chain) o m.cz. ~200 kDa kazdy oraz dwoch
par tancuchow lekkich (ang. myosin light chains) o m.cz. ~16-25 kDa (Billington i in.
2013) (Rycina 1.9). Na N-koncu tancucha ci¢zkiego znajduje si¢ globularng gtowka o
m. cz. ~ 95 kDa, zawierajagca domen¢ motoryczng i szyjke, a na C-koncu paleczka
(ogonek) o strukturze dtugiej a-helisy, ktora wraz z pateczka drugiego tancucha cigzkiego
tworzy superhelise (ang. coiled-coil). Pateczki biorg udzial w tworzeniu filamentow
miozyn, ktore wraz z filamentami aktynowymi stanowig aparat skurczu mi¢$nia. Domena
motoryczna jest najbardziej zachowanym w ewolucji fragmentem miozyny; tu zachodzi
hydroliza ATP i wigzanie z filamentami aktynowymi (Geeves i Holmes 1999; Walklate i
in. 2016). Helikalna szyjka zawiera dwa motywy IQ i bierze udziat w wigzaniu tancuchow
lekkich. Wyrdznia si¢ dwa typy tancuchow lekkich: tancuchy istotne, ELC (ang. essential
light chains), stabilizujace szyjke oraz tancuchy regulatorowe, RLC (ang. regulatory light
chains), ulegajace fosforylacji przez kinazg lekkich tancuchéw miozyny MLCK (ang.

myosin light chain kinase), aktywowana przez jony Ca®" i czasteczki kalmoduliny.

Fosforylacja RLC prowadzi do aktywacji miozyny (Wang i in. 2011).
1.5.2. Miozyny niekonwencjonalne

Miozyny niekonwencjonalne charakteryzuja si¢ podobng budowa domenowg i
funkcjonuja w komorkach w formie monomerow lub dimerdéw, zbudowanych
odpowiednio z jednego lub dwodch tancuchéw cigzkich (Rycina 1.9). Kazdy tancuch
ciezki miozyn jest ztozony z trzech zasadniczych domen: (1) domeny motorycznej o
aktywnosci ATPazy i zdolnosci wigzania filamentu aktynowego (Hartman i in. 2011;
Guhathakurta i in. 2018); (2) helikalnej szyjki zawierajacej od 1 do 7 motywow 1Q
wigzacych tancuchy lekkie (Caride i in. 2010; Heissler i Sellers 2014) oraz (3) C-
koncowej pateczki (ogonka), najbardziej zréznicowanej domeny, ktéra wigze i
transportuje cargo wzdhuz filamentow aktynowych oraz warunkuje specyficzne funkcje
miozyny (Rycina 1.9) (Brawley i Rock 2009; Fili i in. 2019). W ogonkach niektorych
miozyn niekonwencjonalnych wystepuje motyw superhelisy. Jest on obecny u miozyn
funkcjonujacych w formie dimerow. Lancuchami lekkimi miozyn niekonwencjonalnych
sa najczesciej czasteczki kalmoduliny, ktére poprzez przylaczanie lub odiaczanie od

fancuchow cigzkich regulujg aktywnos¢ tych miozyn (Logvinova i Levitsky 2018).
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Ponadto, u niektorych miozyn przed domeng motoryczng mogg wystepowac¢ dodatkowe

sekwencje, ktore (obok ogonka) moga warunkowac funkcje tych biatek (Bergi in. 2001).
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Miozyna XVIIIA __+ ° CBD
o o© MyTH4-FERM
Miozyna XIX -, - GAP

Rycina 1.9. Schemat budowy miozyn wystepujacych u ludzi. Wszystkie klasy miozyn posiadajg (1)
zachowang w ewolucji domeng¢ motoryczng (pomaranczowy), (2) szyjke, zawierajaca rozng liczbe
motywow IQ wigzacych fancuchy lekkie (zielony), (3) pateczke, ktora moze zawieraé sekwencje
umozliwiajgcg tworzenie stabilnej superhelisy (ang. coiled coil) oraz unikatowe domeny, ktore warunkujg
specyficzne funkcje miozyn. Miozyna Il, VA, X oraz XVl wystepuje w formie dimeru, natomiast miozyna
VI i miozyna VIIA moga wystepowa¢ w formie monomeru i dimeru (na podstawie Li i in. 2016,
zmodyfikowany).

U ludzi mozna wyr6zni¢ miozyny niekonwencjonalne z nastepujacych rodzin: 1,
I, v, VI, VII, IX, X, XV, XVI, XVIII i XIX (Berg i in. 2001). Miozyny
niekonwencjonalne sa zaangazowane w wielu procesach komoérkowych, tj. endocytoza,
egzocytoza, transport pecherzykow i organelli komorkowych, adhezja i ruch komorek,
przekazywanie sygnatow, naprawa DNA oraz transkrypcja (Rycina 1.10) (Berg i in.
2001; Akhmanowa i Hammer 2010; de Lanerolle i Serebryannyy 2011; Hartman i in.
2011; Hartman i Spudich 2012; Li i in. 2016; Kulashreshtha i in. 2016; Caridi i in. 2018;
Titus 2018; Fili i Toseland 2019; Venit i in. 2020; Cook i in. 2020).
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Rycina 1.10. Schemat reprezentujacy funkcje wybranych miozyn niekonwencjonalnych. Kazda z
miozyn moze pelni¢ wigcej niz jedna funkcje w komodrce (na podstawie Fili i Toseland 2020,
zmodyfikowany).

U ludzi, mutacje w genach wielu miozyn niekonwencjonalnych moga prowadzi¢
do powaznych zaburzen, m.in. kardiomiopatii przerostowej (mutacje w genie miozyny
VI) (Mohiddin i in. 2014), defektow neurologicznych (mutacje w genie miozyny V),
retinopatii (mutacje w genie miozyny Il i miozyny VII), utraty stuchu (mutacje w genie
miozyny IA, miozyny VI, miozyny VIIA i miozyny XV) (Friedman i in. 1999; Zadro i
in. 2009).

1.5.3. Miozyny w jadrze komérkowym

Jeszcze dwie dekady temu doniesienia o wystepowaniu aktyny i miozyny w jadrze
komoérkowym wzbudzaty nieufno$¢ i1 powatpiewanie. Uwazano, ze s3 to artefakty
wynikajace z techniki barwienia, badZz z zanieczyszczenia frakcji jadrowej frakcja
cytoplazmatyczng. Jak dotad potwierdzono wystepowanie w jadrze komoérkowym o$miu
miozyn niekonwencjonalnych. Sg to: dwie izoformy miozyny IC: A i B; dwie izoformy
miozyny V: A i B; miozyna VI; miozyna XVIB oraz dwie izoformy miozyny XVIII: A i
B (de Lanerolle 2012; Cook i in. 2020). W jadrze jest obecna réwniez miozyna
konwencjonalna (miozyna I1), ale nie wiadomo jak dotad, ktora z izoform tu wystepuje
(Li i Sarna 2009). Dane literaturowe wskazujg na udziat miozyn i aktyny w procesach
replikacji 1 naprawy DNA, transkrypcji i dojrzewania mRNA oraz w transporcie

wewnatrzjadrowym (Fomproix i Percipalle 2004; Hofmannn i in. 2006; de Lanerolle
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2012; Sarshad i Percipalle 2014; Cook i in. 2020). Wystepujace w jadrze aktyna i
miozyny odgrywaja rowniez kluczowa rolg w organizacji jadra i struktur jadrowych (de
Lanerolle 2012; Belin i Mullins 2013; Sarshad i Percipalle 2014; Batters i Veigel 2016;
Kristd i in. 2016).

1.6. Miozyna VI

Miozyna VI (MVI) to wyjatkowe biatko motoryczne cytoszkieletu aktynowego,
gdyz w odréznieniu od pozostatych miozyn przemieszcza si¢ w kierunku konca minus
filamentow aktynowych skierowanych do wngtrza komorki (Wells i in. 1999; Sweeney i
Houdusse 2010). Wspomniana cecha MVI moze decydowaé o petnieniu przez nig
unikalnych funkcji. MV po raz pierwszy opisano u Drosophila (Kellerman i Miller 1992)

a nastgpnie potwierdzono jej obecno$¢ u niemal wszystkich Metazoa (Sellers 2000).
1.6.1. Budowa miozyny VI

MVI zbudowana jest z tancucha cigzkiego (m.cz. ~140 kDa) i jest kodowana u
ludzi przez gen MYO6. Wykazuje ona typowa dla miozyn budowe domenowa (Rycina
1.11). Mozna w niej wyrdzni¢ znajdujaca si¢ na N-koncu domeng¢ motoryczng z
miejscami wigzania aktyny 1 ATP; szyjke zawierajaca pojedynczy motyw IQ, z ktérym
wigze si¢ czasteczka kalmoduliny (zaleznie od jonéow Ca?") oraz znajdujacy si¢ na C-
koncu ogonek, ktory wigze i transportuje cargo. Dodatkowo, w tancuchu cigzkim tej
miozyny mozna wyrézni¢ kilka unikalnych sekwencji. W domenie motorycznej
zlokalizowana jest wstawka zbudowana z 22 reszt aminokwasowych, ktora poprzez
spowolnienie tempa wigzania ATP wplywa na wlasciwosci kinetyczne tego biatka
(Menétrey i in. 2005). Jest ona rowniez niezb¢dna dla mechanicznej koordynacji dwoch
domen motorycznych w dimerze MVI1. Obecno$¢ tej wstawki zapewnia ponadto stabilne
oddziatywanie M VI z filamentami aktynowymi. Drugg charakterystyczna sekwencja jest
wstawka zbudowana z 53 reszt aminokwasowych znajdujaca si¢ migdzy domeng
motoryczng a szyjka. Pomimo braku klasycznego motywu 1Q wigze ona drugg czasteczke
kalmoduliny, niezaleznie od jonow Ca2* (Bahloul i in. 2004). Przylaczenie kalmoduliny
do wstawki powoduje zmian¢ konformacji w szyjce MVI i decyduje o jej ruchu w
kierunku konca minus filamentu aktynowego (Menétrey i in. 2005). W ogonku MVI
znajdujg si¢ cztery fragmenty: proksymalny, centralny, dystalny oraz globularng domene
wigzgcg cargo (CBD ang. cargo binding domain) (Rycina 1.11). Fragment proksymalny
tworza trzy antyrownolegle a-helisy, ktore rozwijaja si¢ podczas dimeryzacji
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(Mukherejea i in. 2009). We fragmencie centralnym pateczki wystgpuje motyw
superhelisy (Phichith i in. 2009; Menetrey i in. 2012) oraz pojedyncza a-helisa SAH (ang.
single alpha-helix). Obie te sekwencje uczestniczg w stabilizacji dimeru MVI (Sweeney
i Houdusse 2010).

: Domena motoryczna: Szyjka : Pateczka
. . Fragment Fragment Fiagment Domena

: proksymalny; centralny dystalny  globularna

coiled coil SAH

3aH

Rycina 1.11. Schemat budowy MV1 (A) oraz model jej dimeru ze zwigzanym ladunkiem (B) 22 aa, 53
aa - unikalne wstawki, 3aH - motyw trzech antyréwnolegtych o-helis, SAH - fragment paleczki,
stabilizujacy dimer MVI (na podstawie Lenartowska i Walczewski 2011, zmodyfikowany).

W dystalnym fragmencie pateczki oraz domenie globularnej wigzacej cargo mogg
wystepowac dwie dodatkowe wstawki, tzw. krotka (ang. small insert) i dtuga (ang. large
insert), ktore w wyniku splicingu decyduja o powstawaniu czterech izoform MVI w
komorkach ssaczych (Buss i in. 2001; Dance i in. 2004; de Jonge i in. 2019). Diuga
wstawka sktada si¢ z 21-31 reszt aminokwasowych i znajduje si¢ w dystalnym
fragmencie pateczki. Natomiast krotka wstawka, zbudowana z 9 reszt aminokwasowych,
zlokalizowana jest w domenie globularnej. Wyst¢gpowanie krotkiej lub dlugiej wstawki,
obu wstawek lub ich brak determinuje subkomoérkowa lokalizacje¢ i funkcjg izoform MVI
w roznych typach komorek/tkanek (Buss i in. 2001; Au i in. 2007; Wollscheid i in. 2016;
O’Loughlin i in. 2018). [zoform¢ MVI zawierajaca dtuga wstawke wykryto w apikalne;j
strefie spolaryzowanych komorek epitelialnych, gdzie jest obecna w poblizu
pecherzykoéw oplaszczonych klatryng (Ameen i Apodaca 2007). Izoform¢ bez dlugiej
wstawki wykryto w pecherzykach nieoptaszczonych w peryferycznej strefie komorek

(Aschenbrenner i in. 2003). Co wigcej, zaobserwowano roznice w wystepowaniu
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poszczego6lnych izoform w zaleznos$ci od rodzaju tkanki. Izoforma z dluga wstawka
wystepuje w komorkach spolaryzowanych nabtonka jelita cienkiego, nerkach i watrobie
(Dance i in. 2004). 1zoforma z krétka lub bez zadnej wstawki wystepuje zas w komorkach
niespolaryzowanych, np. w jadrach i ptucach (Buss i Kendrick Jones 2008, Zakrzewski i
in. 2017).

1.6.1.1.  Wlasciwosci kinetyczne miozyny VI

MVI jest motorem procesywnym, ktory przemieszcza si¢ - jak juz wcze$niej
wspomniano — do konca minus filamentu aktynowego w nastepstwie zmiany konformacji
biatka indukowanej przytaczeniem si¢ kalmoduliny do unikalnej 53 aminokwasowej
wstawki. Najprawdopodobniej oddziatywanie MV z okreslonym tadunkiem indukuje jej
dimeryzacje (Lister 1 in. 2004; Phichith 1 in. 2009) i1 rozwinigcie fragmentu trzech
antyrownolegtych a-helis w proksymalnym fragmencie pateczki, czego efektem jest
wykonanie przez MVI niezwykle dtugiego kroku roboczego (Lister i in. 2004; Phichith i
in. 2009; Mukherjea i in. 2009). Badania kinetyczne wykazaty, ze dtugos$¢ kroku
roboczego dla dimeru wynosi 30-36 nm (Rock i in. 2001; Nishikawa i in. 2002; Yildiz i
in. 2004; Okten i in. 2004; Ali i in. 2004) i zalezy od wielko$ci transportowanego cargo
(Altman i in. 2004). MVI wykonuje kilka zréznicowanych pod wzgledem dlugosci
krokow przed dysocjacja od filamentu aktynowego, pokonujac odlegtos¢ ok. 200 nm
(Rock i in. 2001; de la Cruz i in. 2001; Nishikawa i in. 2002; Rock i in. 2005). Sadzi sig,
ze jako dimer MVI pehi role motoru transportujgcego cargo, a W postaci monomeru
kotwiczy cargo z filamentami aktynowymi (Rock i in. 2001; de La Cruz i in. 2001;
Nishikawa i in. 2002; Ali i in. 2004; Altman i in. 2004; Yildiz i in. 2004; Okten i in.
2004).

1.6.2. Bialka oddzialujace z miozyna VI

W przytaczaniu cargo (tj. pecherzykdéw, kompleksow biatkowych i organelli) do
CBD MVI biorg udzial jej partnerzy biatkowi, ktorzy oddzialuja z nig sitami
elektrostatycznymi  lub  hydrofobowymi. W  oddziatywania  elektrostatyczne
zaangazowany jest motyw RRL61118 (ztoz0ny z reszt argininy i leucyny), natomiast w
oddziatywania hydrofobowe motyw WWY12011203(zt070ny 7 reszt tryptofanu i tyrozyny)
(Yu i in. 2009; Tumbarello i in. 2013; He i in. 2016; Shang i in. 2017) (Rycina 1.12).
Ponadto w domenie globularnej pateczki zidentyfikowano kolejne unikalne motywy

zaangazowane w przylaczenie cargo do MVI. Jest to motyw IWE?611263 (7t070ny 7 reszt
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izoleucyny, tryptofanu oraz kwasu glutaminowego) oraz dwa regiony wigzace
ubikwityne: motyw MIU%71924 (ang. motif interacting with ubiquitin) (Penengo i in.
2006) i motyw MyUb'%8%1122 (ang. myosin VI ubiquitin-binding domain) (He i in. 2016;
de Jonge i in. 2019). W CBD wystepuje ponadto domena wiazaca fosfolipidy PIP,*2%-

131 (Spudich i in. 2007).
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Rycina 1.12. Schemat przedstawiajacy motywy w domenie wigzacej cargo (CBD), poprzez ktore
odbywa si¢ wiazanie MVI z jej partnerami bialkowymi. MVI oddzialuje bezposrednio z partnerami
biatkowymi (zaznaczonymi na niebiesko) poprzez motywy RRL (linia pomaranczowa) oraz WWY (linia
zielona) lub posrednio (szary kolor biatek). W oddziatywania MVI z partnerami bialkowymi sa
zaangazowane roOwniez: motyw IWE (ztozony z reszty izoleucyny, tryptofanu oraz kwasu glutaminowego)
oraz dwa regiony wigzace ubikwityne: motyw MIU (ang. motif interacting with ubiquitin) oraz motyw
MyUb (ang. myosin VI ubiquitin-binding domain) (na podstawie de Jonge i in. 2019, zmodyfikowany).

Zwigzanie okreslonego partnera biatkowego przez MVI Kieruje ja do specyficznych
przedziatow subkomorkowych, gdzie pelni wyspecjalizowane funkcje. Z domeng
wigzacg cargo pateczki MVI oddziatuje wiele biatek, wsrdd ktérych znalazty sie:
e Dbialka adaptorowe biorgce udzial w endocytozie zaleznej od receptorow: Dab2
(ang. disabled 2) (Inoue i in. 2002; Morris i in. 2002; Spudich i in. 2007), GIPC
(ang. GAIP-interacting protein COOH terminus) (Aschenbrenner i in. 2004,
Ardeniin. 2007) oraz Sap97 (ang. synapse-associated protein 97) (Wu i in. 2002;
Osterweil i in. 2005).

e bialka autofagosomalne: Toml (ang. target of myb protein 1) i Tom1L2 (ang.
Tom1-like protein 2) (Finan i in. 2011; Tumbarello i in. 2012; Karolczak i in.
2013).
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enzymy, tj. kinaza tyrozynowa LMTK?2 (ang. lemur tyrosine kinase 2) (Chibalina
i in. 2007; Inoue i in. 2008), biorgca udzial w recyklingu endosoméw oraz
fosfolipaza Co63 (Sakurai i in. 2011), wiaczona w metabolizm fosfoinozytoli.
biatka stabilizujgce organizacje aparatu Golgiego: optyneuryna (Sahlender i in.
2005) i T6BP/NDP52 [ang. TRAF6-tumor necrosis factor receptor associated
factor-binding protein/nuclear dot protein 52 kDa) (Morriswood i in. 2007) oraz
otoferlina stabilizujgca organizacje siateczki $rodplazmatycznej (Roux i in.
2009).

biatka adhezyjne E-kadheryna i g-katenina (Geisbrecht i Montell 2002), talina
(Karolczak i in. 2015b).

biatka sygnatowe: CaBP5 (ang. calcium-binding protein 5) (Sokal i Haeseleer,
2011) i DOCKT7 (ang. dedicator of cytokinesis 7) (Sokal i Haeseleer 2011;
Majewski i in. 2012; Sobczak i in. 2016) bioragce udziat w neurytogenezie oraz
AKAP9 (ang. a kinase anchoring protein 9) bedacy regulatorem aktywnosci
kinazy PKA (Karolczak i in. 2015a i b).

biatka jadrowe: hnRNPU (ang. heterogenous nuclear ribonucleoprotein U),
bioragce udziat w dojrzewaniu i transporcie pre-mRNA, biatko rybosomalne S6
(ang. ribosomal protein S6) biorgce udziat w biogenezie rybosomow (Karolczak
i in. 2013; Majewski i in. 2018), receptor estrogenu o — ER (ang. estrogen
receptor o) (Fili i in. 2017), receptor androgenu AR (ang. androgen receptor)
(Loikkanen i in. 2009).

Biatka Dab2, Tom1, Tom1L2 i LMTK2 wigzg si¢ poprzez motyw WWY w domenie
wigzacej cargo MVI (Morris 1 in. 2002; Spudich i in. 2007; Tumbarello i in. 2012). Z

motywem RRL oddziatujg natomiast Sap97, T6BP/NDP52, optyneuryna, GIPC oraz
DOCKY7 (Bunn i in. 1999; Sahlender i in. 2005; Chibalina i in. 2007; Morriswood i in.
2007; Tumbarello i in. 2013; Sobczak i in. 2016). Dla innych biatek miejsce wigzania w

domenie wigzacej cargo nie zostato jak dotad okreslone.

1.6.3. Funkcje miozyny VI

MVI jest zaangazowana w wielu procesach takich, jak: adhezja i migracja

komorek (Geisbrecht i Montell 2002; Millo i in. 2004; Yoshida i in. 2004; Maddugoda i
in. 2007), endocytoza (Buss i in. 2001; Aschenbrenner i in. 2004; O’Loughlin i in. 2018),
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stabilizacja struktury aparatu Golgiego i egzocytoza (Sahlender i in. 2005; Warner i in.
2003; Tomatis i in. 2013, 2017), stabilizacja komoérek wloskowatych ucha wewngtrznego
(Avraham i in. 1995), autofagia (Tumbarello i in. 2012, 2013, 2015; Kruppa i in. 2018),
miogeneza (Karolczak i in. 2013, 2015b; Suszek i in. 2018) czy spermatogeneza
(Zakrzewski i in. 2017; 2020a i b, Noguchi i in. 2006; 2008). Bierze ona roéwniez udziat
w procesach zachodzacych w jadrze, tj. transkrypcji, transporcie wewnatrzjadrowym i
naprawie DNA (Vreugde i in. 2006; Jung i in. 2006; Fili i in. 2017, 2020; MajewsKi i in.
2018; Nowak i in. 2018).

U ludzi i myszy mutacje w genie MYOG6 prowadza do utraty stuchu (Avraham i
in. 1995; Redowicz 2002; Ahmed i in. 2003; Mohiddin i in. 2004) i kardiomiopatii
przerostowej (Mohiddin i in. 2004; Hegan i in. 2015). Co wigcej, wzrost ekspresji MYO6
obserwuje si¢ w nowotworach jajnika i prostaty (Yoshida i in. 2004; Naora i Montell
2005; Dunn i in. 2006; Al Olama i in. 2014), co czyni MVI potencjalnym wczesnym
markerem rozwoju nowotworu. Zwigkszony poziom syntezy MVI jest obecny rowniez w
siatkbwce oka (Breckler 1 in. 2000); uwaza si¢, ze mutacje w genie MYO6 moga
powodowac¢ zwyrodnienie barwnikowe siatkowki (Ahituv i in. 2000). Brak MV1 u myszy
wywotuje takze liczne defekty podczas spermiogenezy, co skutkuje obnizong ptodnoscia

samcow (Zakrzewski i in. 2020a i b).

1.6.4. Miozyna VI w jadrze komérkowym

Jedna z najmniej poznanych kwestii jest rola MVI w jadrze komorkowym. Do tej
pory ukazato si¢ kilka prac dokumentujacych obecno$¢ MVI w jadrze komérkowym i jej
udziat w transkrypcji (Vreugde i in. 2006; Zorca i in. 2015; Cho i in. 2016; Fili i in. 2017,
Zakrzewski i in. 2017; Majewski i in. 2018; Cook i in. 2018, 2020; Hari-Gupta i in. 2022),
transporcie wewnatrz jadra (Majewski 1 in. 2010, 2018) oraz naprawie uszkodzen DNA
(Jung i in. 2006; Cho i Chen 2010).

Vreugde i in. (2006) pokazali, ze w aktywnych transkrypcyjnie komorkach raka
szyjki macicy HelLa, MVI oddziatuje z kompleksem Pol 1l i kolokalizuje z
nowopowstalymi transkryptami. Pokazano nastgpnie, ze MV ulega rekrutacji do rejonow
promotorowych i intragenowych (wewnatrzgenowych) aktywnych gendéw, kodujacych
urokinazowy aktywator plazminogenu (UPA), czynnik inicjacji transkrypcji 6 (p27/elF6)
oraz receptor lipoproteinowy niskiej gestosci LDLR (ang. low density lipoprotein

receptor). Nie zaobserwowano jednak wigzania MVI z niekodujacymi,
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nieregulatorowymi  rejonami  intergenowymi  (migdzygenowymi).  Dodatkowo,
zablokowanie MVI z uzyciem specyficznych przeciwcial prowadzito do obnizenia
ekspresji LDLR. Autorzy pracy zasugerowali, ze MVI moduluje zalezng od Pol II
transkrypcje aktywnych gendéw, co implikuje mozliwos$¢ udzialu tego biatka w
mechanizmie transkrypcji (Vreudge i in. 2006).

Cho i in. (2016) pokazali, ze podczas transkrypcji Pol Il jest przestrzennie
zorganizowana w jadrze w formie klastrow, co koreluje z aktywnos$cig transkrypcji.
Jednak mechanizm dotyczacy sktadania, organizacji 1 stabilnosci tych klastrow
pozostawal jak dotad nieznany. Najnowsze badania ujawnity, ze MVI rowniez nie jest
rozmieszczona przypadkowo w jadrze, a wystepuje w formie klastrow (Hari-Gupta i in.
2022). W takiej postaci reguluje przestrzenng organizacj¢ inicjacji transkrypcji poprzez
zakotwiczenie Pol 11 do miejsc inicjacji transkrypcji (Hari-Gupta i in. 2022).
Dowiedziono, ze aktywnos¢ motoryczna MVI warunkuje formowanie klastrow Pol 1I,
natomiast obnizenie poziomu MVI powoduje ich destabilizacj¢ (Hari-Gupta i in. 2022).

Dodatkowo zaobserwowano, ze pod wptywem TIP, inhibitora aktywnoS$ci
motorycznej MVI (Heissler i in. 2012), dochodzi nie tylko do zaburzen w organizacji i
dynamice MVI w jadrze, ale rowniez do zaktdcen w lokalizacji Pol I1. Po dziataniu TIP,
Pol II gromadzila si¢ na peryferium jadra, co wskazuje na kluczowag role MVI w
zachowaniu lokalizacji tej polimerazy w jadrze. O zaleznos$ci miedzy tymi dwoma
biatkami §wiadczy rowniez fakt, ze obnizenie poziomu Pol Il prowadzi do zmian w
jadrowej dynamice MVI (Hari-Gupta i in. 2022).

Ponadto, Cook 1 in. (2018) zaobserwowali, ze zahamowanie aktywnos$ci
motorycznej MVI przez TIP prowadzi do zahamowania transkrypcji o 75%, co
dodatkowo wskazuje na udziat MVI w transkrypcji.

Fili i in. (2017) pokazali, ze interakcja miedzy MVI a Pol 1l zalezy od zwigzania
DNA przez ten kompleks. Za regulacje tego oddzialywania odpowiada ko-aktywator
transkrypcji, biatko NDP52 (ang. nuclear dot protein 52 kDa), ktore jest rowniez jednym
z potencjalnych partnerow biatkowych MVI. NDP52, zidentyfikowano po raz pierwszy
w jadrze, ale dotychczas lepiej scharakteryzowano je jako biatko oddzialujace z MVI w
adhezji i autofagii (Morriswood i in. 2007; Mostowy i Cossart 2011). Biatko NDP52
wigzac si¢ z MVI za posrednictwem domeny CBD wywotuje zmiang konformacji w
fancuchu MVI z zamknigtej (nieaktywnej) w otwarta (aktywna), co wplywa na
zwigkszong zdolnos¢ wigzania DNA przez MVI. Ponadto, oddziatywanie NDP52 z MVI

posredniczy w dimeryzacji czasteczki MVI. Autorzy zidentyfikowali ponadto na C-koncu
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MVI motyw bogaty w reszty leucyny, wigzacy receptor jadrowy, ktoéry pozwala na
wigzanie estrogenu. Ponadto, wykazano, ze obnizenie poziomu MVI lub NDP52
prowadzi do zmniejszonej ekspresji genow docelowych dla tego receptora (Fili i in.
2017). Autorzy sugerujg, ze MVI moze pehic¢ role motora w procesie transkrypcji przez
wigzanie z kompleksem Pol 1l za posrednictwem NDP52, jak rowniez wigzanie MVI z
Pol II moze odbywaé si¢ poprzez oddziatywanie z aktyna, ktéra wchodzi w sktad
kompleksu Pol 1I.

Z kolei Jung i in. (2006) pokazali, ze w odpowiedzi na uszkodzenia DNA w
komorkach raka okreznicy RKO i LS147T czynnik transkrypcyjny p53 wiaze si¢ z
promotorem MYOG, co prowadzi do aktywacji jego ekspresji. Co wigcej, w odpowiedzi
na uszkodzenia DNA, ktore aktywuja zalezne od czynnika transkrypcyjnego p53 systemy
naprawcze, MVI ulega przemieszczeniu z cytoplazmy do aparatu Golgiego, blony
okotojadrowej oraz do jadra. Brak MVI obniza aktywnos$¢ biatka p53, co wplywa na
zwigkszong podatno$¢ na uszkodzenie DNA. Przypuszcza si¢ wiec, ze MVI jest
mediatorem zaleznego od p53 szlaku prozyciowego w odpowiedzi komoérek na
uszkodzenia DNA (Jung i in. 2006). W kolejnej pracy pokazano jednak, ze w komorkach
raka piersi MCF7 1 raka prostaty LNCaP na skutek uszkodzen DNA wywotlanych
dzialaniem inhibitorow: topoizomerazy [ (kamptotecyny) 1 topoizomerazy Il
(doksorubicyny), ekspresja MYOG6 drastycznie spada; spadek nie zalezy jednak od p53
(Cho i Chen 2010).

Analiza in silico sekwencji cigzkiego tancucha MVI szczura i cztowieka wykazata
obecno$¢ w rejonie pateczki siedmiu potencjalnych/prawdopodobnych sygnatow
lokalizacji jadrowej NLS a takze jednego potencjalnego motywu eksportu jadrowego
NES. O funkcjonalnosci tych motywow $wiadcza badania, w ktérych zastosowano
inhibitor importu jadrowego (iwermektyng) oraz inhibitor eksportu jadrowego
(Ileptomycyng D). Zaobserwowano bowiem, ze po inkubacji komorek PCI12 z ww.
inhibitorami dochodzi do zablokowania, odpowiednio importu MVI do jadra i jej
eksportu z jadra (Majewski i in. 2018).

Do badan w Pracowni Molekularnych Podstaw Ruchow Komorkowych nad
udziatem MVI w jadrze komorkowym stosowano komoérki hodowli pierwotnej uzyskane
z rdzenia nadnerczy wotu i komorki PC12 (ang. pheochromocytoma), wyprowadzone z
guza chromochtonnego rdzenia nadnerczy szczura (Greene i Tischler 1976). Wykazano,
ze po stymulacji komorek chlorkiem potasu dochodzi do znacznego wzrostu poziomu

MVI w jadrze komorkowym, co wigze si¢ z nasileniem jej kolokalizacji z aktywng forma
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Pol Il, biatkiem SC35 (ang. serine/arginine-rich splicing factor SC35), czynnikiem
transkrypcyjnym SP1 (ang. specificity protein 1), czynnikiem splicingowym hnRNPU
oraz acetylowang formg histonu H3 (H3AcK9) (Majewski i in. 2018). W komoérkach
niestymulowanych biatko to lokalizuje si¢ gldownie na obrzezach heterochromatyny, a po
stymulacji wystepuje tez w ziarnistosciach interchromatynowych. Pdzniejsze badania
wykazaty, ze MVI niezaleznie od stymulacji lokalizuje si¢ w sasiedztwie porow
jadrowych, zaréwno po cytoplazmatycznej jak i nukleoplazmatycznej stronie poru, co
wskazuje na jej udzial w transporcie do i z jadra (Majewski 1 in. 2018).

Podsumowujac, lokalizacja MVI w obszarach pozbawionych chromatyny oraz
przemieszczanie si¢ MVI z cytoplazmy do jadra komérkowego sugeruje udziat MVI w
transporcie wewnatrzjadrowym. Przy uzyciu metody chromatografii powinowactwa typu
pull down i spektrometrii mas zidentyfikowano szereg nowych potencjalnych jadrowych
partneréw MVI, ktore mogg determinowac jej funkcjonowanie w jadrze. Wsrod nich
znalazly si¢ hnRNPU, biatka z rodziny helikaz DEAD-box, biatka rybosomalne (S6) i
jaderkowe (nukleolina). Oddziatywanie MVI z hnRNPU potwierdzono, m.in. z
wykorzystaniem koimmunoprecypitacji i ligacji zblizeniowej in situ, PLA (MajewsKi i
in. 2018).

Wykazano rowniez udzial MVI w parowaniu homologicznych alleli
chromosomow, co jest kluczowe dla ekspresji genow zwigzanych z aktywacja

limfocytow T (Zorca i in. 2015).

1.6.5. Inne miozyny wystepujace w jadrze komérkowym

Jak juz wczesniej wspomniano poza MVI w jadrze wystgpuja rowniez
przedstawiciele innych rodzin miozyn tj. I, Il, V, XVI i XVIII. Naleza one, z wyjatkiem

rodziny Il, do rodziny miozyn niekonwencjonalnych.
1.6.5.1. Miozyna IC

W jadrze komoérkowym wystepuja dwie izoformy miozyny IC: izoforma A 1 B. U
ludzi miozyna IC jest kodowana przez gen MYOIC. Miozyna IC jest pierwsza
niekonwencjonalng miozyng odkryta w Acanthamoeba castellani (Pollard i Korn 1973).
Zostala ona oznaczona numerem I, poniewaz w odrdznieniu od konwencjonalnej
miozyny II zbudowana jest z jednego tancucha cigzkiego (ze zwigzanymi do niego

tancuchami lekkimi), nie tworzy filamentow i wystepuje jako monomer (Collucio i in.
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1997; Barylko i in. 2000). Lancuch cigzki miozyn z rodziny IC ma m.cz. ~110-150 kDa
I zawiera N-koncowa domene¢ motoryczng z miejscami wigzania aktyny i ATP; szyjke z
liczacymi od 1-3 motywami IQ wigzacymi tancuchy lekkie (najczesciej kalmoduling)
oraz C-koncowy ogonek, zawierajgcy motyw TH2 (ang. tail homology domain) bogaty
w reszty glicyny, proliny lub glicyny/glutaminy, ktéry tworzy drugie, niezalezne od
nukleotydu, miejsce wigzania aktyny (Rycina 1.9). W ogonku wystepuje rowniez domena
SH3 (ang. src homology domain), ktora jest obecna w wielu biatkach cytoszkieletu i
uczestniczy w oddzialywaniach biatko-biatko (Sellers 2000). W ogonku miozyny IC
odnalez¢ réwniez mozna motyw o sekwencji homologicznej do domeny plekstrynowej
PH (ang. pleckstrin homology domain), oddziatujacy z domeng SH3 innych bialtek
(Hwang i in. 2007). Regulacja aktywnos$ci miozyny IC odbywa si¢ poprzez fosforylacje
reszt seryny lub treoniny zlokalizowanych w domenie motorycznej lub przez wiazanie
jonow Ca?* przez tancuchy lekkie (Barytko i in. 2000; Redowicz 2001, 2002; Coluccio i
in. 2008).

Izoforma B miozyny IC znana takze jako jadrowa miozyna I (NMI) posiada na N-
koncu biatka dodatkowa sekwencje zbudowang z 16 reszt aminokwasowych, ktora
decyduje o jej jadrowej lokalizacji (Nowak i in. 1997; Pestic-Dragovich i in. 2000;
Schwab i in. 2013). Sekwencja ta rozni si¢ jednak od klasycznego motywu NLS
kierujacego do jadra. Klasyczny motyw NLS zidentyfikowano w drugiej z trzech domen
IQ obecnych w izoformie B miozyny IC (Dzijak i in. 2012). Jako ostatnia
zidentyfikowana zostala izoforma A miozyny IC, ktéra na N-koncu biatka posiada
dodatkowa sekwencje zbudowang z 36 reszt aminokwasowych, ktéra tez warunkuje jej
wystepowanie w jadrze komorki (Ihnatovych i in. 2012). Zarowno dtugos¢, jak i sktad
aminokwasowy tej wstawki rozni si¢ od tej zlokalizowanej w izoformie B miozyny IC.

Izoforma A miozyny IC kolokalizuje z Pol 11 w nukleoplazmie, a po zahamowaniu
transkrypcji ulega redystrybucji do ziarnistosci interchromatynowych, gdzie kolokalizuje
z rybonukleoproteing RNP-Ul. Warto zauwazy¢, ze W ziarnisto$ciach
interchromatynowych sa przechowywane i modyfikowane bialka zaangazowane w
splicing pre-mRNA i eksport jadrowy. Nie wystepuja natomiast tu czynniki
transkrypcyjne zaangazowane w inicjacji i elongacji transkrypcji (Lamond i Spector
2003; Saitoh i in. 2004).

Izoforma B miozyny IC uczestniczy w transkrypcji zaleznej od Pol II na etapie
inicjacji transkrypcji (Pestic-Dragovich i in. 2000; Philimonenko i in. 2004; Almuzzaini

i in. 2015), natomiast po zahamowaniu tego procesu nie ulega translokacji do ziarnistosci

42



interchromatynowych (Hofmann i in. 2006). Przemieszczanie izoformy A miozyny IC do
tych struktur sugeruje jej udziat w pdzniejszych etapach transkrypcji tj. w dojrzewaniu
RNA oraz/lub ich eksportem z jadra. Powyzsze obserwacje sugeruja zatem petnienie
przez izoformy A i B miozyny IC innych, wyspecjalizowanych funkcji w transkrypcji
zaleznej od Pol 1. Co wigcej, nowoodkryta izoforma A w odroznieniu od izoformy B nie
jest obecna w jaderku i nie wspotwystepuje z Pol | (Ihnatovych i in. 2012).

Izoforma B miozyny IC byta pierwszym motorem molekularnym odkrytym w
jadrze komorki (Nowak i in. 1997). Zidentyfikowano ja nie tylko w nukleoplazmie, ale
réwniez w jaderku, glownie w obszarze DFC, gdzie ma miejsce transkrypcja rDNA. Po
aktywacji transkrypcji w ludzkich limfocytach za pomocg fitohemaglutyniny (PHA)
zaobserwowano trzykrotny wzrost poziomu izoformy B miozyny IC w jaderku (Kysela i
in. 2005) oraz zmiang jej lokalizacji (oraz aktyny) z obszaru heterochromatyny do
euchromatyny (Kysela i in. 2005).

Gloéwna rola izoformy B miozyny IC jest uczestnictwo w transkrypcji zaleznej od
Pol II. Pokazano, ze izoforma ta kolokalizuje i ulega koimmunoprecypitacji z Pol Il. Po
inkubacji komoérek z inhibitorami transkrypcji, a-amanityng lub ActD obserwowano
zanik kolokalizacji obu bialek, co wskazywato na udziat izoformy B miozyny IC w tym
procesie (Pestic-Dragovich i in. 2000). Inaktywacja izoformy B miozyny IC przy udziale
specyficznego przeciwciata spowodowata zahamowanie transkrypcji zaleznej od Pol I,
natomiast dodanie oczyszczonego biatka powodowato wzrost poziomu transkrypcji
(Pestic-Dragovich i in. 2000). Rowniez mikroiniekcja przeciwciala przeciwko izoformie
B miozyny IC wprowadzonego do komodrek doprowadzila do zmniejszenia ilosci
nowopowstatych transkryptow (Pestic-Dragovich i in. 2000).

Izoforma B miozyny IC pehi takZze wazng rolg¢ w transkrypcji zaleznej od Pol I
(Fomproix i Percipalle 2004; Ilhnatovych i in. 2012). Zaobserwowano
wspotwystepowanie tej izoformy z miejscami aktywnej transkrypcji, a jej zablokowanie
po mikroiniekcji do jaderka przeciwciata przeciwko izoformie B miozyny IC lub
wprowadzeniu siRNA dla tej izoformy skutkuje zahamowaniem transkrypcji rDNA
(Philimonenko i in. 2004). Natomiast po nadekspresji izoformy B miozyny IC dochodzi
do wzrostu poziomu syntezy pre-RNA.

Pokazano rowniez, ze izoforma B miozyny IC oddziatuje z kompleksem Pol | za
posrednictwem czynnika inicjujacego transkrypcje TIF1A (Philimonenko i in. 2004).
Oddziatywanie izoformy B miozyny IC z TIF1A jest niezb¢dne do zwigzania Pol | z

promotorem rDNA. Dodatkowo, za pomoca koimmunoprecypitacji pokazano, ze
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kompleks Pol I z TIFIA powstaje tylko, gdy w komodrkach zachodzi transkrypcja;
zaobserwowano bowiem, ze po zahamowaniu transkrypcji przy uzyciu ActD (w stezeniu
hamujacym aktywnos$¢ Pol I, bez wptywu na aktywnos¢ Pol IT) dochodzi do spadku ilosci
powstajacego kompleksu (Philimonenko i in. 2004). Oddziatywanie TIF1A z izoforma B
miozyny IC obserwowano niezaleznie od stanu aktywnosci transkrypcyjnej, jednak
powstanie tego kompleksu jest zalezne od fosforylacji TIF1A przez kinaz¢ RSK (ang.
ribosomal S6 kinase). Zaktada si¢ wigc, ze oddziatywanie izoformy B miozyny IC z
TIF1A jest niezbedne w etapie inicjacji transkrypcji. Przytgczenie Pol I do kompleksu:
izoforma B miozyny IC z TIF1A moze by¢ utatwione dzigki oddzialywaniu izoformy B
miozyny IC z aktyna, ktora wigze si¢ bezposrednio z Pol I (Grummt 2006). Dalsze wyniki
wskazaty, ze izoforma B miozyny IC odgrywa wazng rol¢ na etapie pdzniejszym niz
inicjacja transkrypcji (Percipalle i in. 2006). Izoforma B miozyny IC wchodzi rowniez w
sktad kompleksu modyfikujacego chromatyne B-WICH, zawierajacego czynnik WSTF
(ang. William syndrom transcription factor) i ATPaze SNF2h (ang. switch nuclear
ATPase smarcab) oraz bierze udziat w rearanzacji chromatyny. Kompleks modyfikujacy
chromatyne oddziatuje zaréwno z Pol I w jaderku oraz rejonem promotora rDNA
(Percipalle i in. 2006; Vintermist i in. 2011; Sarshad i in. 2013).

Izoforma B miozyny IC moze bra¢ rowniez udzial w transporcie chromosoméw
wewnatrz jadra (Chuang i in. 2006; Hu i in. 2008). Chuang i in. (2006) zaobserwowali,
ze heterochromatyna zlokalizowana na peryferiach jadra, ulega przemieszczeniu po
aktywacji transkrypcji w kierunku centrum jadra. Translokacja ta jest zalezna od
oddziatywania filamentéw aktynowych z izoformg B miozyny IC (zablokowanie
polimeryzacji aktyny powodowato zahamowanie ruchu chromosoméw) (Chuang i in.
2006). Z kolei Hu i in. (2008) zaobserwowali, ze po stymulacji jadrowego receptora
estrogenowego (Era) za pomocg 17B-estradiolu dochodzi do przemieszczania si¢ genow
regulatorowych obecnych na dwoch réznych chromosomach i ich oddzialywania w
miejscach wystepowania ziarnostosci interchromatynowych. W procesie tym jest
zaangazowana izoforma B miozyny IC, poniewaz jej mutacje (w rejonie wigzacym
aktyne oraz w miejscu wigzacym ATP) powoduja zanik oddzialywania pomiedzy
chromosomami. Izoforma B miozyny IC bierze rowniez udzial w naprawie uszkodzen
DNA (Kulashreshtha i in. 2016; Evdokimova i in. 2018).

Cisternai in. (2006) zaobserwowali takze, ze izoforma B miozyny IC kolokalizuje
z bialkiem S6 wchodzacym w sktad matej podjednostki rybosomu w obszarze GC jaderka
(Cisterna i in. 2006). Podczas transportu matej podjednostki rybosomu z jaderka do
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nukleoplazmy zaobserwowano kolokalizacje S6 (zasocjowanego z RNA) z izoforma B
miozyny IC w porach jadrowych. Dodatkowo, po zablokowaniu izoformy B tej miozyny
lub aktyny obserwowano nagromadzenie S6 w jaderku, co wskazuje na udziat izoformy

B miozyny IC w transporcie wewnatrzjgdrowym oraz w eksporcie jadrowym.

1.6.52. Miozynall

O obecno$ci miozyny konwencjonalnej w jadrze komérkowym wiadomo z badan
przeprowadzonych ponad dekade temu przez Li i Sarne (2009). Badacze ci pokazali, ze
miozyna II nie tylko wystepuje w jadrze, ale réwniez reguluje transkrypcje genu
kodujacego glikoproteing ICAM-1 (ang. intracellular adhesion molecule 1), nalezacej do
nadrodziny immunoglobulin. Jako model badawczy zastosowano hodowle ludzkich
komorek uzyskanych z miegéni gladkich okreznicy HCCSMCs (ang. human colonic
circular smooth muscle cells) oraz szczurze skrawki z tej czeSci jelita grubego.
Wykazano, ze miozyna Il przylacza si¢ do sekwencji promotora genu ICAM-1. Wzrost
transkrypcji genu ICAM-I w zapaleniu okr¢znicy odgrywa wazna role w dysfunkcji
mies$ni gladkich (Pazdrak 1 in. 2004). Li 1 Sarna (2009) pokazali, ze defosforylacja
regulatorowych tancuchow lekkich miozyny migéni gladkich RLC zwigksza poziom
transkrypcji genu ICAM-I, natomiast fosforylacja RLC zmniejsza poziom transkrypcji
tego genu. Zauwazono takze, iz podczas zapalenia okreznicy dochodzi do inaktywacji
znajdujacej si¢ w jadrze kinazy lekkich tancuchow miozyny, co powoduje wzrost

nieufosforylowanej formy RLC i skutkuje wzrostem transkrypcji genu ICAM-1.
1.6.5.3. MiozynaV

Miozyna V funkcjonuje w formie dimeru i jest zbudowana z dwoch tancuchow
cigzkich o m.cz. ~190 i 220 kDa (Cheney i in. 1993; Vale 2003; Sellers i Veigel 2006;
Taylor 2007). Lancuch cigzki miozyn V przedstawia typowa dla miozyn budowe
domenowg (Rycina 1.9). Zbudowany jest z: N-koncowej domeny motorycznej
zawierajace] miejsce wigzania ATP 1 aktyny, szyjki wyposazonej w szes¢ motywow 1Q,
do ktorej przytaczaja sie cztery czasteczki kalmoduliny i dwa tancuchy lekkie (fancuchy
istotne) typowe dla miozyn konwencjonalnych (Espindola i in. 2000), oraz ogonka
obejmujgcego cze$¢ helikalng i C-koncowa czes¢ globularng (Hammer i Sellers 2012;
Wilkie i in. 2018). W rejonie helikalnym ogonka znajduje si¢ motyw odpowiedzialny za

tworzenie dimerow, natomiast globularna czgs¢ pateczki odpowiada za wigzanie cargo
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(Langford 2002). Wigzanie miozyny V z cargo odbywa si¢ za posrednictwem
specyficznych dla cargo biatek adaptorowych (Wong i Weisman 2021).

Miozyna V pelni role typowego motoru transportujagcego tadunek w kierunku
koncow plus filamentow aktynowych. U ssakoéw zidentyfikowano trzy izoformy miozyny
V: VA, VB i VC, sposrod ktorych dwie pierwsze (kodowane u ludzi przez geny MYOS5A
I MYO5B) wystepuja w jadrze komoérkowym (Reck-Peterson i in. 2000). Oba motory nie
sg jednak obecne w jagdrach komoérek nieaktywnych transkrypcyjnie (Prancheivicius i in.
2008).

Wykazano, ze fosforylacja reszty seryny (Ser-1650) w pateczce miozyny VA
przez zalezng od jonéw Ca?* i kalmoduliny kinaze typu II (ang. CAM-kinase II)
warunkuje wystepowanie miozyny VA w okres$lonych przedziatach jadra komorkowego.
Ufosforylowang forme¢ miozyny VA znaleziono w ziarnisto$ciach interchromatynowych,
gdzie kolokalizuje z biatkiem SC35 (Prancheivicius i in. 2008). Nie stwierdzono jej
natomiast w rejonie heterochromatyny, ciatkach Cajala, jaderku czy rejonie
okotojaderkowym (ang. nucleolar caps). Po zahamowaniu transkrypcji rDNA przez
ActD obserwowano translokacje ufosforylowanej miozyny VA z ziarnisto$ci
interchromatynowych (niezaleznie od biatka SC35) do jadereck oraz do miejsc,
sasiadujacych z ziarnisto§ciami interchromatynowymi (Prancheivicius i in. 2008).

Z kolei miozyna VB jest obecna w jaderku, gdzie kolokalizuje z Pol I i z nowo
powstatymi rRNA (Lindsay i McCaffrey 2009). Wykazano réwniez, ze za transport
miozyny VB do jaderka odpowiada zidentyfikowany w szyjce odcinek 796-911,
zawierajacy reszty argininy. Motyw ten wykazuje znaczng homologi¢ do krotkiej domeny
wigzace] RNA niezbednej dla jaderkowej lokalizacji ludzkiego biatka Nop25 (Fujiwara i
in. 2006). Po zahamowaniu transkrypcji rDNA zaobserwowano translokacje miozyny VB
z jaderka poza jego obwod/do rejonu okoto jaderkowego (Lindsay i McCaffrey 2009)
oraz jej kolokalizacje z biatkami: UBF i Pol I (Lindsay i McCaffrey 2009), co sugeruje
udzial miozyny VB w transkrypcji rDNA. Przypuszczenie to potwierdzaja badania z
inhibitorem Pol Il — o amanityna, pod wplywem ktorej nie zaobserwowano zmiany w
jaderkowej lokalizacji miozyny VB. Z wykorzystaniem koimmunoprecypitacji pokazano
ponadto bezposrednie oddziatywanie miozyny VB z kompleksem Pol I i aktyny (Lindsay
i McCaffrey 2009), co sugeruje zaangazowanie miozyny VB w transkrypcji zaleznej od
Pol I (Lindsay i McCaffrey 2009).
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1.6.54. Miozyna XVI

Miozyna X VI jest obecna tylko u ssakow a synteza jej zachodzi gtéwnie podczas
rozwoju tkanki nerwowej (Patel i in. 2001). Poznano dwie izoformy miozyny XVI,
miozyn¢ XVIA i miozyne XVIB, ktore sg produktami genu MYO16. Masa czgsteczkowa
tancuchow ciezkich miozyn wynosi, odpowiednio, ~150 kDa i ~210 kDa, a ich budowa
jest typowa dla innych miozyn. Poniewaz w ogonku obu izoform miozyny XVI nie
zlokalizowano motywu superhelisy, przypuszcza si¢, ze wystgpuje ona w formie
monomeru (Patel i in. 2001; Cameron i in. 2007) (Rycina 1.9). W ogonku miozyny XVIB
sg obecne ponadto motywy bogate w reszty proliny, ktore umozliwiajg oddzialywanie tej
izoformy z profiling, biatkiem bioragcym udzial w regulacji organizacji cytoszkieletu
aktynowego (Yarmola i Bubb 2006). Charakterystyczna cechg obu izoform miozyny XVI
jest obecno$¢ na N-koncu biatka (przed domena motoryczng) domeny ankirynowej
(ANK), ktora umozliwia oddziatywanie z podjednostkami katalitycznymi lo i 1y
fosfatazy biatkowej 1 (Patel i in. 2001). Fosfataza ta uczestniczy w transkrypcji,
dojrzewaniu i transporcie RNA oraz podziale komérkowym (Patel i in. 2001; Cohen
2002; Ceulemans i Bollen 2004).

Miozyne XVIB znaleziono w jadrach komoérek podczas interfazy (Cameron i in.
2007). Za jej jadrowa lokalizacje odpowiada C-koncowy fragment ogonka obejmujacy
reszty aminokwasowe 1616-1912 (Cameron i in. 2007). Izoforma miozyny XVIA nie
posiada fragmentu kierujacego do jadra i lokalizuje si¢ tylko w cytoplazmie. Z badan na
szczurzych fibroblastach Rat2 wiadomo, ze catkowity poziom miozyny XVI zmienia si¢
w zaleznos$ci od fazy cyklu komoérkowego. Zaobserwowano ponadto, ze w odpowiedzi
na dziatanie czynnikow uszkadzajacych DNA (ktore indukujg stres replikacyjny) spada
calkowity poziom miozyny XVI (Cameron i in. 2013).

Miozyna XVIB wystepuje W rejonie euchromatyny, w ktérej zaobserwowano
obecno$¢ profiliny i spolimeryzowanej aktyny, co moze wskazywacé na jej uczestnictwo
w polimeryzacji aktyny jadrowej (Cameron 1 in. 2007). Miozyna XVIB wspotwystepuje
réwniez z jadrowym antygenem komorek proliferujacych, PCNA (ang. proliferating cell
nuclear antigen) oraz cykling A, markerami fazy S cyklu komoérkowego, co moze
sugerowac¢ jej udziat w replikacji i naprawie DNA. Wykazano takze, ze nadekspresja
miozyny XVIB spowalnia przebieg fazy S cyklu komorkowego, podczas ktorej zachodzi
replikacja DNA, poprzedzajgca podziat komorkowy. Wydaje sie wiec, ze miozyna XVIB

moze peti¢ role regulatorowa podczas cyklu komérkowego (Cameron i in. 2013). Co
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wigcej, nie zlokalizowano miozyny XVIB w  jaderku, ziarnisto$ciach

interchromatynowych, ciatkach Cajala i ciatkach PML (Cameron i in. 2007).

1.6.5.,5. Miozyna XVIII

U ludzi obie izoformy miozyny XVIII: miozyna XVIHIA (m.cz. ~240 kDa) i
miozyna XVIIIB (m.cz. ~285 kDa), kodowane przez dwa geny: MYO18A i MYO18B, sa
obecne w jadrze komorkowym (Berg i in. 2001). Lancuchy cigzkie obu izoform miozyn
cechuje podobna budowa; na N-koncu znajduje si¢ (1) domena motoryczna, ktora
wykazuje zdolnos$¢ wigzania aktyny ale - w odr6znieniu od innych miozyn - nie wykazuje
aktywnosci ATPazy (Isogawa i in. 2005; Guzik-Lendrum i in. 2011, 2013, Tafti in. 2013,
Jiuiin. 2019), (2) szyjka, zawierajagca dwa motywy IQ, wiazgaca tancuchy lekkie (Preller
i Manstein 2013) oraz C-koncowy ogonek zawierajacy motyw superhelisy, niezbedny dla
dimeryzacji (Ajima i in. 2008; Billington i in. 2015; Jiu i in. 2019) (Rycina 1.9).

Izoforma miozyny XVIIIA wystepuje w komorkach hematopoetycznych zrebu
szpiku kostnego (Furusawa i in. 2000), natomiast izoforma miozyny X VIIIB w mig$niach
szkieletowych 1 migéniu sercowym (Salamon 1 in. 2003; Mori 1 in. 2005). W tancuchu
ciezkim miozyny XVIIIA, jeszcze przed domeng motoryczng, zlokalizowano domeng
PDZ, ktéra wigze kanaty jonowe 1 receptory blonowe oraz odpowiada za wigzanie tych
receptorow z enzymami efektorowymi. W tancuchu cigzkim miozyny XVIIIA
zlokalizowano rowniez motywy KE (bogate w reszty lizyny i kwasu glutaminowego),
odpowiedzialne za jadrowa lokalizacje biatka (Furusawa i in. 2000; Buschman i Field
2017). W tancuchu ciezkim miozyny XVIIIB nie zidentyfikowano motywow PDZ i KE,
ale zlokalizowano w nim sekwencje NLS, ktora odpowiada za jej wystepowanie w jadrze.
Sekwencja ta obejmuje reszty aminokwasowe 2377-2387 i znajduje si¢ na C-koncu biatka
(Salamon i in. 2003).

Jak dotad ukazato si¢ tylko jedno doniesienie o wystgpowaniu miozyny XVIIIA
w jadrze fibroblastow myszy NIH3T3 (Mori 1 in. 2005). Wigcej danych o roli w jadrze
komoérkowym dotyczy miozyny XVIIIB. Podczas réznicowania mioblastow w miotuby
cz¢$¢ cytoplazmatycznej puli miozyny XVIIIB przemieszcza si¢ do jadra komdorkowego
(Salamon i in. 2003). W dojrzatych migs$niach szkieletowych miozyna ta rowniez
wystepuje w jadrach komorkowych. Prawdopodobnym jest zatem, ze miozyna XVIIIB,
podobnie jak miozyna IC i miozyna VI, moze aktywnie uczestniczy¢ w transkrypcji

gendw kodujacych biatka mig$niowe. Zaobserwowano ponadto, Zze poziom miozyny
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XVIIIB znaczaco wzrasta podczas réznicowania mioblastow w miotuby (Ajima i in.
2008; Gurung i in. 2017). Zaobserwowano réwniez, ze w komorkach raka ptuc dochodzi
do zmniejszonej ekspresji genu MYO18B, czemu towarzyszy wzrost metylacji DNA i
deacetylacji histonéw (Nishioka i in. 2002; Tani i in. 2004). Nizszy poziom miozyny
XVIIIB wystepuje tez W raku jajnika i odbytu (YYanaihara i in. 2004; Nakano i in. 2005).
Uwaza si¢ wiec, ze miozyna XVIIIB moze odgrywaé role czynnika supresorowego w
procesie kancerogenezy (Ajima i in. 2007; Bleeker i in. 2009, Taft i in. 2014, Ouyang i
in. 2021). To odmiennie od miozyny XVIIIA, ktora jest bialkiem sprzyjajagcym
nowotworzeniu, z uwagi na jej udzial w migracji komérek nowotworowych np. w raku
prostaty (Buschman i Field 2017). Partnerem biatkowym miozyny XVIIIB jest biatko
HOMER?2, biorace udzial w szlakach sygnatowych zwigzanych z regulacjag wzrostu
komorek i ekspresja genow. Ujawniono, ze ko-ekspresja konstruktow kodujacych
HOMERZ2 i miozyne X VIIIB zwigksza zdolnos¢ miozyny XVI11B do hamowania wzrostu
komorek linii niedrobnokomdérkowego raka ptuc H1299, w poréwnaniu z nadekspresja

konstruktu kodujacego sama miozyne (Ajima i in. 2007).
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Niekonwencjonalna miozyna VI (MVI) dzigki oddzialywaniu z roéznymi
ligandami uczestniczy w wielu procesach komoérkowych takich, jak endocytoza, sekrecja,
podzial komoérkowy, réznicowanie, migracja komoérek czy tez transkrypcja zalezna od
Pol Il. Z wczesniejszych badan przeprowadzonych w Pracowni Molekularnych Podstaw
Ruchéw Komérkowych na komoérkach neurosekrecyjnych wiadomo, ze MVI lokalizuje
si¢ w jadrze komoérkowym oraz siateczce $rodplazmatycznej. Ponadto, analiza
spektrometrii mas wykazata, ze MVI moze oddzialywa¢ z biatkiem jaderkowym —
nukleoling oraz biatkiem rybosomalnym - S6.

Obserwacje te i brak danych literaturowych na temat funkcjonowania MVI
w jaderku sklonily mnie do zbadania potencjalnej roli tego biatka motorycznego w
tym regionie jadra. Cel ten realizowatam wykorzystujac komoérki neurosekrecyjne

PC12, wyprowadzone ze szczurzych komoérek guza chromochtonnego rdzenia nadnerczy.

Zamierzony cel postanowitam zrealizowac poprzez :

o \Weryfikacje oddzialywania MVI z jej nowymi potencjalnymi partnerami:
nukleoling oraz biatkiem rybosomalnym S6;

e okreslenie subjaderkowej lokalizacji MVI;

e analiz¢ oddziatywania MVI z biatkami charakterystycznymi dla poszczeg6lnych
obszarow jaderka: UBF, fibrylaryng oraz B23;

e zbadanie ultrastruktury jaderka w warunkach stresu jaderkowego wywotanego
aktynomycyna D (ActD);

e analize¢ wptywu obnizonego poziomu MVI na ultrastrukture jaderka;

e analize wplywu obnizonego poziomu MVI na lokalizacj¢ UBF, fibrylaryny oraz
B23 w warunkach stresu jaderkowego wywotanego ActD;

e analizg wplywu obnizonego poziomu MVI na organizacj¢ siateczki

srodplazmatycznej i poziom 45S pre-rRNA.

51



3. MATERIALY I METODY

52



3.1. Hodowla komorek PC12

Komoérki linii PC12 wyprowadzonej z guza chromochtonnego rdzenia nadnerczy
szczura (ang. pheochromocytoma of the rat adrenal medulla), zakupiono w ATCC
(American Type Culture Collection) i hodowano zgodnie z zaleceniami producenta.
Stosowano dwa warianty tych komorek: nieadherentny CRL-1721, ktoéry posiada
zdolno$¢ do fenotypowego réznicowania si¢ w kierunku komorek nerwowych oraz
adherentny, CRL-1721.1, ktéry nie jest zdolny do réznicowania. Wariant adherentny
CRL-1721.1 postuzyl do przygotowania przez dr. Lukasza Majewskiego, bylego
doktoranta z Pracowni Molekularnych Podstaw Ruchow Komoérkowych linii komoérek
PC12 ze stabilnie wyciszong ekspresja MYOG6 (SIRNA-MVI) oraz komoérek kontrolnych
scrambled. Linie te przygotowano w oparciu 0 plazmid kodujacy SiRNA skierowany
przeciwko mRNA MV oraz plazmid kodujacy kontrolne SIRNA, nierozpoznajace zadnej

znanej sekwencji mRNA ssakow (szczegoty w Majewski i in. 2011).

A B
PC12 (CRL-1721) PC12 (CRL-1721.1)

Rycina 3.1. Obraz komoérek PC12 (A) CRL-1721 oraz (B) CRL-1721.1 z mikroskopu §wietlnego z
kontrastem fazowym. Skala 100 pm. https://www.atcc.org/products/crl-1721,
https://www.atcc.org/products/crl-1721.1.

Komoérki PC12 (CRL-1721) hodowano w pozywce RPMI-1640 (ang. Roswell
Park Memorial Institute) (Invitrogen) zawierajacej 2 mM L-glutaming, 4500 mg/L
glukoze i 1500 mg/L dwuweglan sodowy, 5% ptodowa surowic¢ bydlecg (FBS) (Gibco),
10% inaktywowana termicznie (56 C przez 30 min) surowice konska (HS) (Gibco) oraz
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1% mieszani¢ antybiotykdw [penicylina (10 000 u/ml) i streptomycyna (10 000 ug/ml)
(Invitrogen)] (Rycina 3.1).

Komérki PC12 (CRL-1721.1) hodowano w pozywce FI12K (ang. Kaighn's
Modification of Ham's F-12) (ATCC) zawierajacej 2 mM L-glutaming, 1500 mg/L
dwuweglan sodowy, 2,5% FBS i 15% HS oraz 1% mieszaning antybiotykow (Rycina
3.1). Komorki SiRNA-MVI oraz scrambled hodowano w pozywce F12K z dodatkiem
2,5% FBS, 15% HS, 1% mieszaniny antybiotykow oraz antybiotyku selekcyjnego
higromycyny B (250 ng/ml) (Sigma).

Hodowle komoérek prowadzono w 37°C w atmosferze zawierajacej 5% CO2 w
inkubatorze firmy Heraeus na szalkach i ptytkach firmy Sarstedt przeznaczonych do
hodowli linii komérek eukariotycznych, ktore pokrywano (w przypadku komorek
nieadherentnych) poli-D-lizyng (PDL) lub poli-L-lizyng (PLL) (Sigma-Aldrich) w
stezeniu 50 pg/ml na 1 h przed wysianiem komorek. PDL i PLL to zwigzki syntetyczne,
ktére umozliwiaja adhezje komorek do podtoza. Komorki pasazowano dwa razy w
tygodniu do uzyskania konfluencji wynoszacej 70 - 80%. W tym celu z szalki odciagano
podtoze, dodawano 0,25% roztwor trypsyny z EDTA (Gibco) w celu odklejenia
przylegajacych komoérek i inkubowano w 37°C przez 2 min. Nastepnie zbierano zawiesing
komorek, dodawano roéwng objetos¢ kompletnej pozywki w celu zahamowania
aktywnosci trypsyny i odwirowano 200 x g przez 3 min W temperaturze pokojowej. Osad
zawieszano w §wiezej pozywce 1 wysiewano na ptytki 6. lub 12. dotkowe, albo szalki o
$rednicy 35, 60, 100 lub 150 mm, w zaleznosci od celu do§wiadczenia, po czym okreslong
objeto$¢ zawiesiny przenoszono do nowego naczynia hodowlanego. Doswiadczenia z

wykorzystaniem komorek PC12 prowadzono do osiaggnigcia 15 pasazu.

3.1.1. Bankowanie i rozmrazanie linii komérkowych

3.1.1.1. Bankowanie

W celu utworzenia banku kolejnych pasazy komorek, komorki odklejano od dna
naczynia hodowlanego stosujac 0,25% roztwor trypsyny z EDTA, po czym komorki
umieszczano w 37°C na ok. 5 min. Nastepnie cato$é¢ (ze $wieza porcja pozywki z
surowica) odwirowywano przy 200 x g przez 3 min W temperaturze pokojowej. Osad
komorek delikatnie zawieszano w odpowiedniej pozywce zawierajacej 20% HS, 10%
FBS, 5% DMSO i przenoszono do probowek kriogenicznych, ktére przechowywano w

ciektym azocie. Przed przeniesieniem do cieklego azotu komodrki umieszczano w
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polistyrenowym pudetku i poddawano zamrazaniu wstepnemu W - 70°C na okres 24 h,
celem uzyskania odpowiedniego tempa mrozenia niezbednego do uzyskania

maksymalnego stopnia przezywalnosci komorek.

3.1.1.2. Rozmrazanie

Probowki z zamrozonymi komérkami ogrzewano w 37°C przez ok. 2 min.
Rozmrozong zawiesing komoérek przenoszono jak najszybciej do probowki zawierajace;j
10 ml $wiezej, petnej pozywki hodowlanej i odwirowywano przy 200 x g przez 3 min w
temperaturze pokojowej (w celu pozbycia si¢ toksycznego DMSO). Osad komorek
delikatnie zawieszano w 1 ml $wiezej porcji pozywki i przenoszono na szalki.

Nastepnego dnia zmieniano pozywke na §wiezg.

3.2. Stymulacja komoérek PC12 do wydzielania zawartoS$ci granul

chromafinowych

Komorki PC12 (CRL-1721) stymulowano do wydzielania zawartosci granul
chromafinowych poprzez wywotanie depolaryzacji ich blony komérkowej (Trifaro i in.
1980; Vitale i in. 1992). W tym celu w pozywce hodowlanej zwigkszano do 56 mM KClI
zewnatrzkomorkowe stezenie jondOw potasu, obnizajac st¢zenie jondw sodu dla
zachowania odpowiedniej osmotycznosci roztworu. Komorki ptukano poczatkowo
roztworem Locke’a z niskim stezeniem jonow potasu (2,6 mM KCI, 154 mM NacCl, 2,2
mM CaClz, 0,5 mM KH2PO4, 1,25 mM K2HPQOg4, 1,2 mM MgClz, 10 mM glukoza), po
czym inkubowano przez 1 min roztworem Locke’a z wysokim st¢zeniem jonow potasu
(56 mM KCl, 103,6 mM NaCl, 2,2 mM CaClz, 0,5 mM KH2POg4, 1,25 mM K2HPOq4, 1,2
mM MgCl,, 10 mM glukoza). Nastepnie komorki utrwalano do obserwacji z

wykorzystaniem mikroskopii elektronowej (Rozdziat 3.13).
3.3. Wywolywanie stresu jaderkowego w komorkach PC12

W celu wywolania stresu jaderkowego, komorki PC12 (CRL-1721) oraz siRNA-
MVI i scrambled poddano dziataniu inhibitora transkrypcji Pol I, aktynomycynie D
(ActD) (Sigma). Komoérki inkubowano w pozywce RPMI-1640 zawierajacej 5% HS i
10% FBS [PC12 (CRL-1721)] Iub F12K zawierajacej 2,5% FBS oraz 15% HS (SIRNA-
MVI oraz scrambled), z dodatkiem ActD w stezeniu hamujgcym aktywnos¢ Pol I (0,05
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pg/ml) przez 3 h w inkubatorze. Komorki kontrolne hodowano jak opisano powyzej, ale
bez ActD.

3.4. Metody pracy z kwasami nukleinowymi
3.4.1. lzolacja RNA

Do oczyszczania catkowitego RNA z komoérek PC12 (SIRNA-MVI oraz
scrambled) uzywano zestawu RNeasy Plus Universal Mini Kit (Qiagen) postgpujac
wedtug instrukcji zatgczonej przez producenta. RNA po oczyszczeniu zawieszano w 50
pl wody dejonizowanej wolnej od RNAz 1 mierzono jego stezenie. Zanieczyszczenie

DNA usuwano przez uprzednie trawienie DNAzg I (Qiagen).
3.4.2. Pomiar stezenia RNA

Stezenie i czystos¢ wyizolowanego RNA okres§lano metoda spektrofotometryczng
poprzez pomiar absorbancji przy dtugosci fali 260 1 280 nm przy uzyciu spektrofotometru
NanoDrop™ One Microvolume UV-VIS Spectrophotometers (ThermoFisher™).
Czystos¢ RNA oznaczano na podstawie wartosci wspotczynnika Azeo2g0. Preparat RNA

uznawano za czysty, gdy warto$§¢ wspotczynnika miescita si¢ w zakresie 2,0-2,2.
3.4.3. Przepisywanie RNA na cDNA metoda odwrotnej transkrypcji (RT-PCR)

Reakcje odwrotnej transkrypcji, RT-PCR (ang. Reverse Transcriptase PCR)
przeprowadzono z wykorzystaniem zestawu SuperScript Il Reverse Transcriptase
(ThermoFisher Scientific), postepujac zgodnie z zaleceniami producenta. Do
przeprowadzenia reakcji RT-PCR uzywano catkowitg ilo$¢ wczesniej oczyszczonego
RNA. Mieszanine reakcyjng o objetosci 13 ul zawierajaca RNA, nukleotydy (dATP,
dGTP, dCTP, dTTP), kazdy w stezeniu 0,2 mM oraz starter typu random hexamers
(Invitrogen) w stezeniu 50 uM inkubowano przez 5 min w 65°C po czym inkubowano na
lodzie przez 1 min. Nastepnie dodawano 7 ul mieszaniny zawierajgcej 200 U odwrotnej
transkryptazy, SuperScript™ III RT wraz z odpowiednim buforem (5xFirst-Strand
Buffer), 0,1 M DTT oraz inhibitor RNazy - RNaseOUT™. Proby inkubowano przez 5
min w 25°C, a nastepnie przez 45 min w 50°C. Reakcje inaktywowano przez ogrzewanie
przez 15 min w temperaturze 70°C. Uzyskane cDNA wykorzystywano jako matryca w
reakcji PCR z analizg przyrostu ilosci produktu w czasie rzeczywistym (g-PCR, ang.
quantitative real-time PCR) lub przechowywano w -20°C do czasu wykonania reakcji
PCR.

56



3.4.4. Reakcja PCR z analizg przyrostu ilosci produktu w czasie rzeczywistym

Reakcje PCR w czasie rzeczywistym (g-PCR) prowadzono w celu posredniej
oceny poziomu aktywnosci Pol I w komoérkach siRNA-MVI oraz scrambled wyrazonej
poziomem jej produktu — 45S pre-rRNA. g-PCR prowadzono w 96-dotkowych ptytkach
(MicroAmp Fast Optical 96-well reaction plate, Applied Biosystems), do ktorych
nanoszono mieszaning reakcyjng o objetosci 20 pl/dotek, zawierajaca: SYBR Green PCR
Master Mix [zawierajacy barwnik fluorescencyjny specyficzny do dsDNA SYBR®
Green I Dye, polimeraze¢ DNA AmpliTaq Gold®, mieszaning deoksyrybonukleotydow
(dNTPs z dUTP), barwnik pasywny (passive reference-nie wchodzi w interakcje z
powielanym DNA, intensywno$¢ fluorescencji barwnika utrzymuje si¢ na statym
poziomie niezaleznie od aktualnego stg¢zenia produktu PCR w mieszaninie reakcyjnej),
bufor dostarczony przez producenta polimerazy (Applied Biosystems)], par¢ starteréw
komplementarnych do 45S pre-rRNA w stezeniu 0,5 uM (Tabela 3.1) oraz 100 ng cDNA
jako matrycy. Kazda probg przygotowano w trzech powtorzeniach. Otrzymane wyniKi
normalizowano wzglgdem genu referencyjnego (ang. housekeeping gene) - 18S rRNA
(Kalita i in. 2008). Analizg przyrostu produktu amplifikacji w czasie rzeczywistym
wykonano w aparacie 7900HT Fast Real-Time PCR (Applied Biosystems), stosujac
nastgpujacy profil temperaturowo-czasowy reakcji:
95°C - 10 min (denaturacja wstepna)
95°C - 15 sec (denaturacja) }45 cykli
60°C - 1 min (przylaczanie starterow i wydtuzanie nici DNA)

Tabela 3.1. Sekwencje starterow dla 45S pre-rRNA stosowanych w reakcji PCR w czasie
rzeczywistym.

Sekwencje starteréw dla 45S pre-rRNA
Forward 5-TGGGGCAGCTTTATGACAAC-3
Reverse 5-TAGCACCAAACGGGAAAACC-3

Tabela 3.2. Sekwencje starterow dla 18S rRNA (genu referencyjnego) stosowanych w reakcji PCR w
czasie rzeczywistym.

Sekwencje starteréw dla 18S rRNA
Forward 5-GTTGGTTTTCGGAACTGAGGC-3
Reverse 5-GTCGGCATCGTTTATGGTCG -3’
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Do analizy wynikéw uzyto wzglgdne] metode kwantyfikacji AAC, ktora opiera
si¢ na wyznaczeniu wzglednej réznicy poziomow ekspresji miedzy proba badang (45S
pre-trRNA) a referencyjng (18S rRNA). Reakcje PCR w czasie rzeczywistym i analiz¢
wynikow przeprowadzono przy pomocy dr hab. Katarzyny Kality-Bykowskiej z

Pracowni Neurobiologii Instytutu Nenckiego.

3.5. Metody pracy z bialkami
3.5.1. Otrzymywanie caltkowitych lizatow komorek PC12

Komorki linii PC12 (CRL-1721, siRNA-MVI oraz scrambled) hodowano na
szalkach o $rednicy 60, 100 mm lub 150 mm. Po uzyskaniu konfluencji wynoszacej 70 -
80 %, komorki dwukrotnie przemywano PBS a nastgpnie zawieszano w buforze
lizujacym o sktadzie 50 mM Tris-HCI pH 7,5; 150 mM NacCl, 0,1% Triton X-100, 1 mM
DTT, 2 mM EGTA, 1 mM PMSF oraz mieszanina inhibitorow proteaz (cOmplete™
Protease Inhibitor Cocktail, Roche) i fosfataz (PhosSTOP™, Roche). Procedure
przeprowadzano w 4°C. Na szalke o $rednicy 150 mm dodawano 1 ml buforu lizujacego,
na szalke o $rednicy 100 mm - 800 pl, a na szalke o $rednicy 60 mm - 400 pl. Nastepnie
komorki odrywano od dna naczynia hodowlanego za pomoca skrobaczki, przenoszono
do probowek typu Eppendorf i homogenizowano mechanicznie przy uzyciu strzykawki z
igla (rozmiar 0,5 x 16 mm, Roth), przeciagajac ttok strzykawki 20 razy. Otrzymany
homogenat inkubowano przez 30 min w 4°C, po czym odwirowywano przy 10 000 x g
przez 10 min w 4°C. Nastgpnie oznaczano stezenie biatka w otrzymanym supernatancie
(okreslanym jako lizat biatkowy) (Rozdzial 3.6). Lizat zawieszano w buforze
Laemmliego 5x stezonym (0,25 M Tris-HCI pH 6,8; 40% glicerol, 4% SDS, 4% pB-
merkaptoetanol, 0,0125% blekit bromofenolowy) (Laemmli 1970) w stosunku
objetosciowym 4:1 i inkubowano przez 5 min w 100°C. Tak przygotowane probki
rozdzielano na Zelach poliakryloamidowych metoda SDS-PAGE (do studzienek zZelu
naktadano 10 pg biatka) (Rozdziat 3.7) lub przechowywano do pdzniejszych analiz w -
80°C.

3.5.2. Otrzymywanie frakcji cytoplazmatycznej i jadrowej z komorek PC12

W celu uzyskania frakcji cytoplazmatycznej, jadrowej i jaderkowej komorki
PC12 (CRL-1721) frakcjonowano zgodnie z protokotem Hacot (Hacot i in. 2010),
stosujac kilka modyfikacji (Rycina 3.2). Komodrki hodowano na szalkach o $rednicy 150
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mm, ptukano PBS i odklejono od dna szalki przy uzyciu 0,25% roztworu trypsyny z
EDTA (Gibco), a nast¢pnie dodawano pozywke z dodatkiem surowicy w celu inaktywacji
trypsyny. Komorki zbierano i odwirowywano przy 200 x g przez 3 min w temperaturze
pokojowej, po czym ponownie je plukano PBS. Osad komorek zawieszano w
hipotonicznym buforze o sktadzie 10 mM HEPES, pH 7,9; 10 mM KCI, 1,5 mM MgCly,
0,5 mM DTT, inkubowano na lodzie przez 15 min w celu wywolania szoku
osmotycznego powodujgcego rozerwanie blony komoérkowej. Zawiesing komorek
homogenizowano z wykorzystaniem schtodzonego na lodzie homogenizatora szklanego
do tkanek typu Dounce’a. Nastgpnie zawiesing odwirowano przy 1200 x g przez 5 min w
4°C. Otrzymany supernatant stanowit frakcje biatek cytoplazmatycznych, natomiast osad
zawieral pozostatosci komorek i jadra komorkowe, ktore oczyszczano przez wirowanie
w gradiencie gestosci sacharozy. Osad jader komérkowych, zawieszano w buforze Sl
(0,25 M sacharoza i 10 mM MgCly), przenoszono do proboéwek wirowkowych
zawierajacych bufor S2 (0,88 M sacharoza i 0,5 mM MgCl») umieszczajac osad jader na
powierzchni buforu S2 i odwirowano przy 1200 x g przez 5 min w 4°C. Supernatant
odrzucano, a znajdujacy si¢ na dnie probowki osad (stanowigcy oczyszczong frakcje jader
komorkowych) zawieszano w buforze S3 (0,35 M sacharoza 1 0,5 mM MgClz). Frakcje
jaderkowa uzyskiwano poprzez sonikacje¢ oczyszczonej frakcji jader komorkowych, ktora
prowadzono na lodzie z wykorzystaniem sonikatora S-250D (Branson Ultrasonic S.A.) z
mikrokoncowka 1/8° (3,2 mm) przy 30% mocy urzadzenia w trzech
cyklach/sekwencjach (10 s sonikacji i 10 s przerwy). Otrzymang zawiesing po sonikacji
naktadano na powierzchni¢ buforu S2 (0,88 M sacharoza i 0,5 mM MgCl>) i odwirowano
przy 2000 x g przez 20 min w 4°C. Supernatant zawierat frakcje nukleoplazmatyczng a
osad frakcje jaderkowa, ktorg zawieszono w buforze S2 (0,35 M sacharoza i 0,5 mM

MgCl.) i przechowywano w - 80°C do czasu dalszej analizy.
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Komorki PC12
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Sonikacja

Oczyszczanie jaderek
Gradient sacharozy
350/880 mM

——» Frakcja jaderkowa

Rycina 3.2. Schemat otrzymywania frakeji cytoplazmatycznej, jadrowej i jaderkowej z komoérek
PC12. Opis w tekscie.

Z otrzymanych frakcji przygotowano probki biatkowe, ktore rozdzielano na
zelach poliakryloamidowych metoda SDS-PAGE (Rozdziat 3.7) i analizowano metoda
Western Blot (Rozdziat 3.8). Czysto$¢ poszczegdlnych frakeji (cytoplazmatycznej,
jadrowej 1 jaderkowej) sprawdzano z wykorzystaniem przeciwciat przeciwko GAPDH

oraz fibrylarynie.

3.6. Oznaczanie stezenia bialka w lizatach komoérkowych metoda

Bradforda

Stezenie biatka w lizatach 1 frakcjach komorkowych oznaczano metodg Bradforda
(Bradford 1976) z wykorzystaniem odczynnika Protein Assay (BioRad) zgodnie z
instrukcja podang przez producenta. Stezenie biatka w badanych probach wyznaczano
wzgledem krzywej wzorcowej opisujacej zalezno$¢ absorbancji od stezenia biatka w
roztworze. W celu wyznaczenia krzywej wzorcowej stosowano roztwory BSA (ang.
bovine serum albumin) o znanych stgzeniach i mierzono absorbancj¢ prob przy dlugosci
fali 595 nm w spektrofotometrze Beckman Du 640. Przy tej samej dlugos$ci fali mierzono

absorbancje prob wlasciwych, a stezenie biatka odczytywano z krzywej wzorcowe;j.
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3.7. Elektroforeza bialek w zelu poliakryloamidowym w
warunkach denaturujgacych (SDS-PAGE)

Elektroforeze SDS-PAGE prowadzono zgodnie z procedurg opisang przez
Laemmliego (Laemmli 1970) w 5% zelu zageszczajacym i 10% zelu rozdzielajacym.
Przed nanoszeniem prébek na zel, inkubowano je w 100°C przez 5 min. Elektroforeze
prowadzono w aparacie Mini-PROTEAN® Tetra Cell (BioRad) w buforze zawierajgcym
25 mM Tris, 192 mM glicyn¢ i 0,1% SDS. W trakcie migracji probek w zelu
zageszczajacym stosowano napigcie 80 V, a z chwilg osiagnigcia granicy zeli napigcie
zwigkszano do 120 V. Jako wzorzec mas czasteczkowych biatek stosowano
PageRuler™Unstained Protein Ladder (Fermentas), PageRuler ™ Plus Prestained Protein
Ladder (Thermo ScientificTM) lub Spectra TM Multicolor High Range Protein Ladder
(Thermo ScientificTM). Nastepnie zele wykorzystywano do immunodetekcji z uzyciem
metody Western Blot (Rozdziat 3.8).

3.8. Immunodetekcja bialek - metoda Western Blot

Immunodetekcje biatek po rozdziale elektroforetycznym prowadzono technika
Western Blot. Po zakonczeniu elektroforezy zele rownowazono w buforze do transferu
zawierajacym 10% metanol, 25 mM Tris-HCI, 192 mM glicyng i 0,01% SDS. Btong
nitrocelulozowa (Immobilon-NC, Millipore) aktywowano w wodzie dejonizowanej, po
czym rownowazono w buforze do transferu. Transfer biatek z zelu na blone
nitrocelulozowg o porach 0,45 um (Bio-Rad) przeprowadzano w aparacie TE22 Mighty
Small Transfer Tank (Hoeffer) przez 24 h w 4°C przy statym natezeniu pradu 80 mA
(Towbin i in. 1979) lub w aparacie Mini-PROTEAN® Tetra Cell (Bio-Rad) przy
natezeniu pradu 80 mA przez 16 h lub przy nat¢zeniu 350 mA przez 90 min. W przypadku
analizy bialek o masie <100 kDa transfer prowadzono w urzadzeniu Trans-Blot®
TurboTM Transfer System (Bio-Rad) przez 10 min przy natezeniu 1,5 A w temperaturze
pokojowej. Bton¢ nitrocelulozowa barwiono roztworem Ponceau S (Sigma),
dokumentowano, a nastepnie odbarwiano roztworem zawierajacym TBS-T (50 mM Tris-
HCI pH 7,5; 150 mM NaCl, 0,2% Triton X-100) przez 15 min zmieniajac roztwor
kilukrotnie. Blong¢ po elektrotransferze blokowano w 5% roztworze odtluszczonego
mleka w proszku lub 5% albuminie (BSA, BioShop) w TBS-T przez 1 h w temperaturze
pokojowej na kotysce laboratoryjnej Nastepnie btong inkubowano z przeciwciatami |-

rzgdowymi rozcienczonymi w roztworze blokujacym przez 1 h w temperaturze
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pokojowej (lub 16 h w 4°C), ptukano 5x w TBS-T po 5 min, a nastepnie inkubowano z
przeciwcialami Il-rzgdowymi sprzezonymi z peroksydazg chrzanowa (HRP, Pierce)
rozcienczonymi w roztworze blokujagcym przez 1 h i ptukano 5x w TBS-T po 5 min.
Stosowane przeciwciata i ich rozcienczenia wymieniono w Tabelach 3.3 i 3.4. Do
wizualizacji bialek stosowano detekcje chemiluminescencyjng - bton¢ inkubowano z
roztworem substratow dla HRP - SuperSignal West Femto Maximum Sensitivity
Substrate (Pierce) lub Immobilon Western Chemiluminescent HRP Substrate, EMD
(Milipore).  Produkt
fotograficznych  (Fuji

reakcji chemiluminescencyjnej rejestrowano na kliszach

film, Carestream), a uzyskane obrazy analizowano z
wykorzystaniem oprogramowania ImageJ 1.52a (National Institutes of Health and

University of Wisconsin).

Tabela 3.3. Lista przeciwcial I-rzedowych oraz ich rozcienczen stosowanych w analizie metoda
Western Blot (WB).

antygen pochodzenie rozcienczenie producent nr katalogowy
B-aktyna mysz WB 1:2000 Sigma-Aldrich A3854
B23 mysz WB 1:250 Abcam ab10530
Fibrylaryna mysz WB 1:1000 Thermo Fisher MA3-16771
Scientific
GAPDH mysz WB 1:5000 Millipore MAB374
GRP78 krolik WB 1:1000 Abcam abh21685
Lamina B koza WB 1:200 Santa Cruz Sc-6217
Biotechnology
Miozyna VI krolik WB 1:500 Proteus 25-6791
Nukleolina mysz WB 1:200 Santa Cruz sc-8031
Biotechnology
pS6 krolik WB 1:2000 Cell Signalling 4858
RPA194 (Pol I) mysz WB 1:100 Santa Cruz sc-48385
Biotechnology
S6 krolik WB 1:1000 Cell Signalling 2217
UBF mysz WB 1:200 Santa Cruz sc-13125
Biotechnology
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Tabela 3.4. Lista przeciwcial II-rzedowych sprzezonych z HRP stosowanych w analizie metoda
Western Blot (WB).

nr

przeciwcialo antygen rozciefnczenie producent K
atalogowy

Przeciwciato z peroksydaza 1gG myszy WB 1:10 000 Millipore AP308P
chrzanowa z kozy

Przeciwciato z peroksydaza IgG krolika WB 1:10 000 Millipore AP307P
chrzanowa z kozy

Przeciwciato z peroksydaza 1gG kozy WB 1:15 000 Santa Cruz sc-2020
chrzanows z osta Biotechnology

3.9. Metody barwien immunofluorescencyjnych

3.9.1. Przygotowanie szKkielek nakrywkowych wykorzystywanych do barwien

Szkietka nakrywkowe inkubowano przez 24 h w 99,8% etanolu, po czym przed
umieszczeniem w szalkach do hodowli sterylizowano je w plomieniu palnika gazowego.
Sterylne szkietka nakrywkowe umieszczano w szalkach hodowlanych i powlekano
roztworem PDL lub PLL w stezeniu 50 pg/ml przez 1 h, a nastepnie dwukrotnie ptukano
sterylnym PBS i pozostawiono do wyschni¢cia przez co najmniej 1 h. Na tak

przygotowane szkietka wysiewano komorki.
3.9.2. Barwienie immunofluorescencyjne komorek PC12

Lokalizacj¢ wybranych biatek (MVI oraz biatek jaderkowych) w komorkach
PC12 (CRL-1721), siRNA-MVI oraz scrambled w warunkach kontrolnych i w stresie
jaderkowym (Rozdziat 3.3) okreslano dzigki zastosowaniu specyficznych przeciwcial
(Tabela 3.5 i Tabela 3.6) i analizowano wykonujac barwienia immunofluorescencyjne.
Kazdorazowo wykonano negatywna reakcje kontrolng z pominig¢ciem etapu inkubacji z
przeciwcialami  |-rzgdowymi. Procedure, tam gdzie nie zaznaczono inaczej
przeprowadzono w temperaturze pokojowej. Komorki hodowano na szkietkach
nakrywkowych, nastgpnie przeptukiwano dwukrotnie roztworem PBS (ogrzanym do
37°C) po czym utrwalano w 4% roztworze paraformaldehydu (PFA) w PBS przez 15 min.
Utrwalone komorki plukano trzykrotnie roztworem PBS przez 5 min, inkubowano w
roztworze NH4Cl przez 30 min w celu wygaszenia wolnych grup aldehydowych i
ponownie trzykrotnie ptukano PBS przez 5 min. Nastgpnie komorki na szkietkach
inkubowano w 0,1% roztworze Triton X-100 w PBS przez 5 min w 4°C w celu
permeabilizacji (uprzepuszczalniania) bton i ponownie trzykrotnie ptukano PBS przez 5
min. W nastepnym etapie, komoérki blokowano w 2% HS w PBS z dodatkiem 0,02%
Triton X-100 (PBS-T) przez 1 h. Nastgpnie komorki inkubowano z I-rzgdowymi
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przeciwcialami rozcienczonymi w roztworze do blokowania przez 1 h w temperaturze
pokojowej lub przez 16 h w 4°C. Komoérki ponownie trzykrotnie ptukano buforem PBS-
T przez 5 min i inkubowano bez dostepu $wiatta z przeciwciatami Il-rzedowymi
skoniugowanymi z fluorochromami przez 1 h. Wykaz przeciwcial stosowanych w
barwieniach immunofluorescenycjnych przedstawiono w Tabeli 3.5 i 3.6. Do
wybarwienia jader komorkowych stosowano barwnik DAPI, zawarty w roztworze do
zamykania preparatow. Po trzykrotnym odptukaniu przeciwciat Il-rzedowych PBS-T
przez 5 min, szkietka z komérkami przenoszono na szkietka podstawowe 1 zatapiano w
roztworze Vectashield z DAPI (Vector Labs), zapobiegajacym wygaszaniu
fluorochromow. Szkietka pozostawiono do wyschnigcia i przechowywano bez dostepu
$wiatta w 4°C. Wyniki analizowano z wykorzystaniem mikroskopu konfokalnego Leica
TCS SP8 SMD z obiektywem HC PL APO CS2 63x 1.4 Oil oraz oprogramowaniem
Leica LAS AF Software lub Zeiss LSM 780 z obiektywem OilPlan Apochromat 63x/1.4
Oil DIC i oprogramowaniem ZEN Microscope Software (Pracownia Obrazowania
Struktury i Funkcji Tkankowych, Instytut Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenckiego,
PAN). W rozdziale Wyniki przedstawiono zdjgcia reprezentujace Srodkowa warstwe
komorek o grubosci 0,3 um lub zastosowano ztozenie wszystkich obrazéw wzdhuz osi Z,

0 czym informowano w opisie rycin.
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Tabela. 3.5. Lista przeciwcial I-rzedowych stosowanych do barwien immunofluorescencyjnych (IF).

antygen pochodzenie rozcienczenie producent nr katalogowy
B23 mysz IF 1:50 Abcam ab10530
Fibrylaryna mysz IF 1:500 Thermo Fisher MA3-16771
Scientific
GRP78 krélik IF 1:1000 Abcam abh21685
Lamina B koza IF 1:100 Santa Cruz sc-6217
Biotechnology
Miozyna VI krolik IF 1:50 Proteus 25-6791
Nukleolina mysz IF 1:50 Santa Cruz sc-8031
Biotechnology
pS6 krolik IF 1:200 Cell Signalling 4858
RPA194 (Pol I) mysz IF 1:50 Santa Cruz SC-48385
Biotechnology
S6 krolik IF 1:100 Cell Signalling 2217
UBF mysz IF 1:200 Santa Cruz sc-13125
Biotechnology

Tabela 3.6. Lista przeciwcial II-rzedowych sprzezonych z fluorochromami stosowanych do barwien

immunofluorescencyjnych (IF).

przeciwcialo antygen rozciencze producent nr katalogowy
nie

Przeciwciato skoniugowane z | IgG krolika IF 1:500 Invitrogen A11008
AlexaFluor 488 z kozy

Przeciwciato skoniugowane z | 1gG myszy IF 1:500 Invitrogen ab150113
AlexaFluor 488 z kozy

Przeciwciato skoniugowane z | IgG krolika IF 1:500 Invitrogen A11010
AlexaFluor 546 z kozy

Przeciwciato skoniugowane z | 1gG myszy IF 1:500 Invitrogen A11003
AlexaFluor 546 z kozy

Przeciwciato skoniugowane z | 1gG myszy IF 1:500 Invitrogen A21422
AlexaFluor 555 z kozy

Przeciwcialo skoniugowane z | 19G kozy IF 1:500 Invitrogen A21432
AlexaFluor 555 z kozy

3.9.3. Wizualizacja retikulum endoplazmatycznego (ER)

Retikulum endoplazmatyczne, ER, wizualizowano poprzez przyzyciowe
barwienie komoérek PC12 (SiRNA-MVI, scrambled) selektywnym barwnikiem ER
Tracker™ Blue/White DPX (ThermoFisher Scientific). Barwienie wykonano zgodnie z

instrukcja producenta. Komorki SiRNA-MVI oraz scrambled wysiewano na szkietka
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nakrywkowe i hodowano przez 24 h, po czym dwukrotnie ptukano PBS. Nastepnie
komorki inkubowano z barwnikiem ER tracker rozcienczonym do stezenia 1 uM w
podtozu do hodowli komoérek (F12K, 2,5% FBS, 15% HS) przez 30 min w 37°C.
Wybarwione komorki utrwalano w 4% roztworze PFA w PBS przez 10 min, ptukano
PBS i zatapiano w roztworze Vectashield bez DAPI (Vector Labs), zapobiegajacym
wygaszaniu fluorochroméw, a nastepnie przechowywano w 4°C bez dostepu $wiatla.
Preparaty analizowano z wykorzystaniem mikroskopu konfokalnego Zeiss LSM 780 z
obiektywem OilPlan Apochromat 63x/1.4 Oil DIC i oprogramowania ZEN Microscope
Software.

3.10. Metody z zastosowaniem DNA
3.10.1. Hodowla bakterii

Do do$wiadczen uzyto dwoch roznych szczepow bakteryjnych Escherichia coli
(E. coli): TOPIOF (Invitrogen) do namnazania i izolacji plazmidéow ekspresyjnych oraz
BL21(DE3)pLys (Novagen) do produkcji i oczyszczania rekombinowanych biatek. Do
hodowli bakterii stosowano podtoze ptynne Luria-Bertani Broth (LB) o sktadzie 2%
pepton/trypton, 0,5% NaCl, 0,5% ekstrakt drozdzowy, pH 7,4 (Roth) oraz podtoze stale
zawierajace LB w 1,5% agarze (Roth). Podloze LB przed uzyciem sterylizowano przez
autoklawowanie w 121°C, a nastepnie schtadzano do temperatury ponizej 50°C, po czym
dodawano odpowiedni antybiotyk selekcyjny. Jako czynnik selekcyjny, w zalezno$ci od
genu opornos$ci na plazmidzie, stosowano antybiotyki: ampicyling (100 pg/ml) (Sigma)

lub kanamycyne (50 pg/ml) (Sigma).
3.10.2. Przygotowanie bakterii kompetentnych

W celu uzyskania bakterii kompetentnych poszczegdlnego szczepu, 5 ml ptynnej
pozywki LB bez antybiotyku zaszczepiano pojedyncza kolonig bakterii E.coli i
hodowano przez 16 h w 37°C z wytrzasaniem przy 220 obr./min (z wykorzystaniem
wytrzasarki do hodowli bakteryjnych Innova42 Incubator Shaker Series, New Brunswick
Scientific). Nastgpnie 1 ml hodowli przenoszono do 100 ml podtoza LB bez antybiotyku.
Hodowle kontynuowano z wytrzagsaniem, az do osiggnigcia zawiesiny bakterii 0 gestosci
optycznej ODgoo = 0,4-0,5. Hodowle schtadzano w 4°C przez 15 min, po czym
odwirowywano przy 1600 x g przez 15 min w 4°C. Osad bakterii delikatnie zawieszano

w 10 ml zimnego (0°C), sterylnego roztworu CaCl, (60 mM CacCls, 15% glicerol, 10 mM
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PIPES, pH 7,0) i inkubowano przez 30 min w 4°C. Zawiesine bakterii ponownie
odwirowywano przy 1100 x g w 4°C przez 10 min, a uzyskany osad zawieszano w 10 ml
sterylnego, zimnego roztworu CaCl, i inkubowano przez 10 min w 4°C. Zawiesing
bakterii raz jeszcze odwirowywano przy 1100 x g, osad zawieszano w 2 ml zimnego
roztworu CaCl,. Tak przygotowang zawiesing bakterii kompetentnych rozdzielano po

100 ul do sterylnych probowek, a nastepnie przechowywano w -70°C.
3.10.3. Transformacja bakterii kompetentnych

W celu produkcji rekombinowanych bialek stosowano bakterie kompetentne
E.coli BL21 (DE3) pLys, do ktorych wprowadzano plazmidowe DNA (transformacja). W
celu transformacji bakterii wykorzystywano metod¢ szoku cieplnego. Do 100 pl
zawiesiny bakterii kompetentnych pozostajacych w lodzie dodawano 50-100 ng DNA
plazmidowego, mieszano i inkubowano na lodzie przez 25 min. Nastepnie zawiesing
bakterii z DNA umieszczano w tazni wodnej o 42°C (szok cieplny) na 2 min, po czym
proboéwke przenoszono ponownie do lodu na 2 min. Do mieszaniny transformacyjnej
dodawano 1 ml sterylnego ptynnego podtoza LB bez antybiotyku ogrzanego do 37°C i
inkubowano z wytrzasaniem (160 obr./min) przez 1 h w 37°C. Nastepnie bakterie
odwirowywano (1600 x g) przez 2 min w temperaturze pokojowej. Uzyskany osad
zawieszano w 25 pl supernatantu i wysiewano przy pomocy glaszczki na podloze state
(LB z agarem) z odpowiednim antybiotykiem selekcyjnym (zawiesing bakterii
rozprowadzano po powierzchni szalki). Stransformowane bakterie hodowano przez 16 h

w 37°C, po czym oceniano kolonie bakteryjne wyroste na szalce.
3.10.4. Przechowywanie bakterii

W celu przechowywania bakterii po transformacji do pdzniejszych badan
sporzadzano ”’stoki” glicerynowe. Do bakterii w fazie logarytmicznego wzrostu
dodawano ptynne podtoze LB z odpowiednim antybiotykiem selekcyjnym oraz 10%
glicerol (sterylny). ”Stoki” przechowywano w -70°C.

3.11. Otrzymywanie rekombinowanych bialek
3.11.1. Ekspresja konstruktéow kodujacych rekombinowane biatka w bakteriach

E.coli

W celu uzyskania rekombinowanych biatek: C-koncowej domeny globularnej

MVI w fuzji z GST oraz GST, wykorzystywano odpowiednio plazmidy: pGEX-GST-
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GD_MVI oraz pGEX-4T1. Plazmidy te koduja odpowiednio, sekwencje C-koncowej
domeny globularnej MVI szczura z metka GST oraz samo GST (Tabela 3.7). Plazmidy
te posiadajg promotor lac indukowany IPTG oraz gen oporno$ci na ampicyling. Bakterie
kompetentne E. coli szczepu BL21(DE3) pLys transformowano plazmidami pGEX-GST-
GD_MVI i pGEX-4T1 (Rozdziat 3.10.3) i wysiewano na szalki z ampicyling. Po 16 h,
do 100 ml ptynnego podtoza LB z dodatkiem ampicyliny [antybiotyku selekcyjnego -
ampicyliny (50 pg/ml)] przenoszono z szalki jedng koloni¢ bakteryjng i prowadzono
hodowle przez 16 h w 37°C z wytrzasaniem 220 obr./min (wytrzasarka do hodowli
bakteryjnych Innova 42 Incubator Shaker Series, New Brunswick Scientific). Po tym
czasie hodowle rozcienczano $wiezg pozywka LB z antybiotykiem w stosunku 1:20 i
inkubowano w 37°C z wytrzasaniem az do uzyskania gestosci optycznej ODgoo= 0,5.
Nadprodukeje biatka indukowano przez dodanie IPTG (Roth) do koncowego stezenia 0,5
mM. Hodowle w tych warunkach prowadzono w temperaturze 25°C z wytrzasaniem
przez kolejne 3 h. Nastegpnie bakterie odwirowano przy 4300 x g przez 25 min w 4°C, a

uzyskany osad bakteryjny zamrazano w -20°C.

Tabela. 3.7. Plazmidy stosowane do nadprodukcji GST oraz domeny globularnej MVI w fuzji z GST.

nazwa opis
plazmid ekspresyjny umozliwiajacy nadprodukcje w bakteriach
pGEX-4T1 biatka lub ich fragmentow w fuzji z GST pod kontrola

indukowalnego promotora lac przez IPTG; zawiera gen opornosci
na ampicyling (GE Healthcare, nr katalogowy 28-9545-49)
plazmid pGEX-4T1 z wklonowanym fragmentem sekwencji
PGEX-GST-GD_MVI | kodujacej C-koncowa globularng domeng MVI szczura (3302-
3985 pz) (przygotowany w Pracowni Molekularnych Podstaw
Ruchow Komoérkowych przez dr. £.. Majewskiego)

3.11.2. Oczyszczanie rekombinowanej C-koncowej domeny globularnej MVI z
bakterii E.coli

Osady bakterii przechowywane w -20°C rozmrazano na lodzie, zawieszano w
buforze lizujacym (50 mM Tris-HCI pH 7,5; 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 0,1 mM
PMSF) z dodatkiem inhibitorow proteaz (Protease Inhibitor Cocktail, Sigma Aldrich) i
poddawano lizie przy uzyciu prasy Frencha (Thermo Spectronic), pod ci$nieniem
hydrostatycznym 13 barow. Lizat bakterii odwirowano przy 40000 x g przez 30 min w
4°C, a uzyskany supernatant inkubowano ze zlozem Glutathione Sepharose™4B

(Amersham Biosciences) przez 3 h na kolysce laboratoryjnej w 4'C. Ztoze przed uzyciem
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przeptukano trzykrotnie buforem do lizy z dodatkiem 1% Triton X-100 i odwirowano
przy 5000 obr./min przez 2 min w 4°C. W kolejnym etapie ztoze odwirowano przez 10
min przy 4500 x g w 4°C celem usunigcia niezwiazanych z nim biatek. Nastepnie ztoze
plukano szesciokrotnie buforem do lizy z dodatkiem 1% Triton-X-100, a uzyskane
rekombinowane biatko zwigzane ze zlozem stosowano w doswiadczeniach
przeprowadzonych z wykorzystaniem chromatografii powinowactwa typu pull down
(Rozdziat 3.12.2).

3.12. Metody badania oddzialywan bialek

3.12.1. Metoda zblizeniowej ligacji in situ, PLA

Barwienia preparatow mikroskopowych metoda ligacji zblizeniowej in situ, PLA
(ang. Proximity ligation assay) prowadzono z uzyciem zestawu Duolink In situ PLA
Technology (Olink Bioscence, Sigma-Aldrich) zgodnie z instrukcja podang przez
producenta. W sktad zestawu wchodzity bufory, odczynniki oraz przeciwciala II-
rzedowe. Komorki PC12 (CRL-1721) hodowano na szkietkach hodowlanych Lab-Tek 11
(Nunc), uprzednio pokrywanych roztworem PDL. 24 h po wysianiu komorki
przeptukiwano PBS (4°C), a nastgpnie utrwalano przez 15 min w 4% roztworze PFA w
PBS w temperaturze pokojowej. Utrwalone komorki ptukano trzykrotnie po 5 min
roztworem PBS, inkubowano przez 30 min w roztworze NH4Cl w celu wygaszenia
wolnych grup aldehydowych i ponownie plukano trzykrotnie po 5 min PBS. Nastepnie
komoérki permeabilizowano przez dodanie 0,1% Triton X-100 w PBS przez 5 minw 4°C
1 ponownie trzykrotnie ptukano po 5 min PBS z dodatkiem 0,05% Tween 20. W
nastepnym etapie komorki inkubowano przez 1 h w roztworze blokujacym (Blocking
solution). Od etapu blokowania wszystkie mieszaniny reakcyjne nanoszono na szkietka
w objetosci 40 ul, a inkubacje prowadzono w wilgotnej komorze bez dostepu swiatta w
37°C. Nastepnie preparaty komoérek inkubowano przez 24 h z mieszaning I-rzedowych
przeciwcial kréliczego 1 mysiego skierowanych przeciwko odpowiednim biatkom
(Tabela 3.8) rozcienczonych w roztworze do blokowania (Antibody diluent). Komorki
ptukano dwukrotnie po 5 min buforem A (Wash buffer) zawierajacym 0,01 M Tris, 0,15
M NaCl, 0,05% Tween 20 1 inkubowano przez 1 h z mieszaning II-rzedowych przeciwcial
rozcienczonych 1:5 w roztworze Antibody diluent. Przeciwciata II-rzgdowe znakowane
sa odpowiednimi oligonukleotydami (PLA probe anti-rabbit PLUS i PLA probe anti-
mouse MINUS) (Tabela 3.9).
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Tabela 3.8. Lista przeciwcial I-rzedowych oraz ich rozcieficzen stosowanych w metodzie PLA.

antygen pochodzenie rozcienczenie producent nr katalogowy
B-aktyna mysz PLA (1:1000) Sigma-Aldrich A3854
B23 mysz PLA (1:400) Abcam ab10530
Fibrylaryna mysz PLA (1:100) Thermo Fisher MA3-16771
Scientific
GRP78 krolik PLA (1:100) Abcam ab21685
Miozyna VI krolik PLA (1:50) Proteus 25-6791
Nukleolina mysz PLA (1:50) Santa Cruz sc-8031
Biotechnology
pS6 krolik PLA (1:100) Cell Signalling 4858
RPA194 (Pol I) mysz PLA (1:50) Santa Cruz SC-48385
Biotechnology
S6 krolik PLA (/1:100) Cell Signalling 2217
UBF mysz PLA (1:50) Santa Cruz sc-13125
Biotechnology
Tabela 3.9. Lista przeciwcial II-rzedowych stosowanych w metodzie PLA.
rzeciwcialo antygen rozcienczenie roducent nr
P Y9 P katalogowy
IgG myszy PLA anti-mouse MINUS 1:300 Sigma-Aldrich | DUO 92004
IgG krolika PLA anti-rabbit PLUS 1:300 Sigma-Aldrich | DUO 92002

Po inkubacji z przeciwciatami Il-rzgdowymi i ponownym dwukrotnym
przeptukaniu buforem A (Wash buffer A) na preparaty nanoszono mieszaning ligacyjna
(1l ligazy + 39 ul ligation stock) (roztwor ligazy Ligase solution rozcienczony 40X w
H20), inkubowano przez 30 min, po czym dwukrotnie przeptukano buforem A (Wash
buffer A). W kolejnym etapie, w celu uwidocznienia sygnatu PLA, komorki inkubowano
przez 100 min w roztworze Amplification solution, zawierajacym polimerazg DNA,
mieszaninge wolnych nukleotydow oraz fluorescencyjnie wyznakowane oligonukleotydy
po czym dwukrotnie przeptukiwano buforem B (Wash Buffer B) przez 10 min (0,2 M
Tris, 0,1 M NacCl) i jednokrotnietym samym buforem rozcienczonym 100 razy przez 1
min. Po zakonczeniu procedury, preparaty pozostawiano do wyschnigcia, po czym
zamykano je w roztworze zapobiegajacym wygaszaniu fluorochroméw (Duolink In situ
Mounting Medium) z DAPI i przechowywano w -20°C bez dostepu $wiatla. Kontrola
negatywng testu PLA byly komorki traktowane jak wyzej, do ktéorych nie dodano

przeciwciat pierwszorzedowych. W kontroli pozytywnej uzyto dwoch przeciwciat
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skierowanych przeciwko biatkom, o ktorych wiadomo, ze oddziatuja ze soba (w tym
przypadku MVI i B-aktyna). Produkt reakcji PLA (czerwone punkty) swiadczacy o
bliskim sasiedztwie badanych biatek w komorkach (<40 nm) analizowano z
wykorzystaniem mikroskopu konfokalnego Zeiss LSM 780 z obiektywem OilPlan
Apochromat 63x/1.4 Oil DIC i oprogramowaniem Zen Microscope Software. Schemat
reakcji PLA przedstawiono na Rycinie 3.3.

Rycina 3.3. Schemat reakcji
Duolink PLA (A) Inkubacja ze
specyficznymi przeciwciatami I-
rzedowymi wyprodukowanymi w
dwoch réznych gatunkach. (B)
Dodanie Il-rzedowych przeciwciat,
tzw. sond PLA, sprzezonych z
odpowiednimi oligonukleotydami
(PLA probe PLUS i PLA probe
MINUS). (C) Hybrydyzacja dwoch

oligonukleotydow (connector
oligos) z PLA probe PLUS i PLA
probe MINUS i ligacja. (D)

Amplifikacja DNA. (E)
Hybrydyzacja  fluorescencyjnie
znakowanych komplementarnych
oligonukleotydéw z namnozonym
DNA. (F) Wizualizacja sygnatéw
PLA.

https://www.sigmaaldrich.com/PL/pl/product/sigma/duo92202.

3.12.2. Chromatografia powinowactwa typu pull down

W celu identyfikacji biatek potencjalnie oddziatujacych z MVI w komorkach
PC12 (CRL-1721) zastosowano technik¢ chromatografii powinowactwa typu pull down,
z wykorzystaniem rekombinowanej C-koncowej domeny globularnej MVI w fuzji z GST
(GST-MVI-GD) (Rozdziat 3.11.1). W doswiadczeniu uzyto ztoze Glutathione
Sepharose™4B, z ktérym silnie wigze sie GST (Rozdziat 3.11.2).

W celu przygotowania lizatow przeznaczonych do chromatografii powinowactwa
typu pull down komérki PC12 hodowano na szalkach o $rednicy 150 mm. Po 24 h
komorki plukano PBS, zawieszano w schlodzonym (na lodzie) buforze lizujacym o
sktadzie 50 mM Tris-HCI pH 7,5; 150 mM NacCl, 0,1% Triton X-100, 1 mM DTT, 2 mM
EGTA, 50mM NaF, 1ImM NasVOs4, 1 mM PMSF, mieszanina inhibitorow proteaz
(cOmplete™ Protease Inhibitor Cocktail, Roche) i fosfataz (PhosSTOP™, Roche) i
zbierano za pomocg skrobaczki. Zawiesing komodrek przenoszono do probowek,

homogenizowano za pomoca strzykawki z igta 0 rozmiarze 0,5 x 16 mm (Roth), a
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nastepnie inkubowano przez 30 min w 4°C. Otrzymany homogenat odwirowano przy
10000 x g przez 20 min w 4°C (Rozdziat 3.5.1). Z supernatantu zebrano frakcje
wyjsciowg (1/100 obj.), a pozostala jego cze$¢ inkubowano przez 2 h ze zlozem:
Glutathione Sepharose™4B oraz Glutathione Sepharose™4B ze zwigzanym GST w
stosunku objetosciowym 2:1 w celu usunigcia biatek wigzacych si¢ niespecyficznie ze
ztozem i/lub samym GST. Nastepnie probke odwirowano przy 5000 x g przez 10 min w
4°C. Otrzymany supernatant podzielono na dwie réwne czesci i nanoszono na zloze
Gluthatione Sepharose™4B ze zwiazanym wczeéniej biatkiem GST-MVI-GD lub
samym GST (jako probe kontrolng). Mieszaniny inkubowano przez 4 h na rotorze
kotowym, po czym ztoza odwirowano 5000 x g przez 10 min. Frakcj¢ niezwigzang
odrzucano, zloza ptukano pieciokrotnie sze$ciokrotng objetoscia buforu lizujacego
zawierajacego 0,5% Triton X-100, po czym zawieszano w 50 pl buforu Laemmliego
(Rozdziat 3.5.1) i inkubowano przez 5 min w 100°C. Tak przygotowane probki
rozdzielano w 10% zelu poliakryloamidowym metoda SDS-PAGE (Rozdzial 3.7).
Obecnos¢ badanych biatek we frakcji wyjSciowej 1 zwigzanej ze zlozem analizowano

metodg Western Blot (Rozdzial 3.8).

3.12.3. Koimmunoprecypitacja bialek na zlozu Protein A/G agarose

W celu przygotowania lizatow biatkowych do koimmunoprecypitacji, komorki
PC12 (CRL-1721) hodowano przez 24 h na szalkach o $rednicy 150 mm, po czym
plukano je PBS, zawieszano w zimnym (trzymanym na lodzie) buforze do
immunoprecypitacji, IP o sktadzie 50 mM Tris-HCI pH 7,5; 150 mM NaCl, 2mM EGTA,
0,1% Triton X-100, 2 mM MgClz;, 2 mM MgATP, 50mM NaF, 1mM NasVO;s z
dodatkiem inhibitorow proteaz (cOmplete™ Protease Inhibitor Cocktail, Roche) i
fosfataz (PhosSTOP™, Roche) i zbierano za pomocg skrobaczki. Zawiesing komorek
przenoszono do probowek, homogenizowano za pomoca strzykawki z iglta 0 rozmiarze
0,5 x 16 mm (Roth), a nastgpnie inkubowano przez 30 min. Otrzymany homogenat
odwirowano przy 10 000 x g przez 20 min w 4°C, a uzyskany supernatant (lizat biatkowy)
inkubowano ze ztozem agarozowym ze zwigzanym biatkiem A/G (Protein A/G agarose,
Santa Cruz Biotechnology) uprzednio zrownowazonym buforem do IP. Lizat wraz ze
ztozem inkubowano przez 2 h w 4°C na rotorze kotowym, a nastepnie odwirowano przez
3 min przy 1000 x g w 4°C (pre-clearing). Do tak wstepnie oczyszczonego supernatantu

dodawano 10 pg przeciwciata skierowanego przeciw MVI i inkubowano przez 4 hw 4°C
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na rotorze kotowym. Jednocze$nie przygotowano probe kontrolng zawierajaca frakcje
immunoglobulin IgG z surowicy pochodzenia kréliczego (NS, ang. non immune serum,
proba nie zawieratla przeciwciala). Nastepnie do mieszanin dodano po 100 pl zloza
Protein A/G agarose i pozostawiono na rotorze kotowym przez 12 h w 4°C. Po tym czasie
mieszaniny odwirowano przez 1 min przy 2000 X g w 4°C, a z supernatantéw pobierano
frakcje biatek niezwigzanych. Nastepnie ztoza plukano pigciokrotnie stosujac za kazdym
razem 1 ml buforu IP po czym zawieszano w 50 ul buforu Laemmliego (elucja biatka) i
inkubowano przez 5 min w 100°C. Obecnos$¢ komplekséw biatkowych we frakcjach
zwigzanych ze zlozem analizowano w zelu poliakryloamidowym SDS-PAGE (Rozdziat
3.7) oraz metoda Western Blot (Rozdziat 3.8).

3.13. Transmisyjna mikroskopia elektronowa
3.13.1. Analiza ultrastruktury komoérek PC12

Komorki PC12 hodowano na szkietkach Thermanox ™coverslips pokrytych PLL
(Electron Microscopy Sciences) w podtozu RPMI-1640 z dodatkiem 10% HS, 5% FBS i
1% mieszaniny antybiotykow (CRL-1721) lub podtozu F12K z dodatkiem 2,5% FBS,
15% HS i 1% mieszaniny antybiotykéw (SIRNA-MVI oraz scrambled) (Rozdziat 3.1).
Komorki trzykrotnie ptukano po 30 s w PBS i utrwalano w 2% roztworze glutaraldehydu
(GA) w PBS przez 2 h w temperaturze pokojowej. Utrwalone komorki ptukano
trzykrotnie po 10 min w PBS, po czym powtdrnie utrwalano w 1% czterotlenku osmu
(Os04) przez 30 min w temperaturze pokojowej (OsOs nie tylko utrwala, ale tez nadaje
kontrast btonom lipidowym). Preparaty naste¢pnie ptukano dwukrotnie po 10 min w PBS
i dwukrotnie po 5 min w wodzie dejonizowanej, po czym odwadniano w roztworach
etanolu o wzrastajagcym stezeniu w tzw. szeregu odwadniajacym, poczawszy od alkoholu
50%, poprzez 70%, 80%, 90%, 96% (5 min w kazdym) i bezwodny (absolutny 99,8%) -
dwukrotnie po 15 min i zatapiano w zywicy Spurr (Sigma-Aldrich) wg standardowego
protokotu. Zatopione w zywicy preparaty skrawano na ultracienkie skrawki o grubosci
60 -70 nm przy uzyciu noza diamentowego (Micro Star Technologies) i ultramikrotomu
Leica UTC, po czym zbierano je na pokryte formwarem miedziane siatki mikroskopowe
(Electron Microscopy Sciences). Preparaty kontrastowano 2,5% roztworem octanu
uranylu i 0,4% cytrynianu otowiu, a nastepnie 0brazowano przy pomocy transmisyjnego

mikroskopu elektronowego Joel EM 100. Procedure t¢ prowadzono we wspotpracy z dr
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hab. Marta Lenartowska z Wydzialu Nauk Biologicznych 1 Weterynaryjnych

Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Toruniu.

3.13.2. Znakowanie technika immunogold

Komérki PCI2 do badan immunocytochemicznych hodowano na szkietkach
Thermanox™coverslips pokrytych PLL (Electron Microscopy Sciences) w podtozu
RPMI-1640 z dodatkiem 10% HS, 5% FBS i 1% mieszaniny antybiotykow (CRL-1721)
lub podtozu F12K z dodatkiem 2,5% FBS, 10% HS i1 1% mieszaniny antybiotykéw
(Rozdziat 3.1). Komorki ptukano trzykrotnie po 30 s w PBS i utrwalano w 4% roztworze
formaldehydu (FA) i 0,25% GA w PBS przez 24 h w 4°C (stezenie GA pozwala na
obserwacje¢ ultrastruktury przy zachowaniu antygenowosci epitopow). Utrwalone
komorki ptukano trzykrotnie po 10 min w PBS i dwukrotnie po 5 min w wodzie
dejonizowanej. Nastepnie preparaty odwadniano w szeregu wzrastajacych stezen etanolu
(Rozdziat 3.13.1), po czym preparaty zatapiano w zywicy LR Gold/LR White resin
(Electron Microscopy Sciences) wg standardowego protokotu. Zatopione w zywicy
preparaty skrawano na ultracienkie skrawki przy uzyciu noza diamentowego (Micro Star
Technologies) i ultramikrotomu Leica UTC, po czym zbierano je na niklowe siatki
mikroskopowe (Electron Microscopy Sciences). Do znakowania technikg immunogold
wykorzystywano zebrane na pokrytych formwarem siatkach niklowych ultracienkie
skrawki, ktore inkubowano w roztworze 50 mM glicyny w PBS przez 10 min
(blokowanie wolnych grup aldehydowych), po czym inkubowano w roztworze
blokujacym, zawierajacym 3% roztwor albuminy surowicy bydlecej BSA w PBS przez 5
min w temperaturze pokojowej. Nastepnie preparaty inkubowano z przeciwcialem I-
rzgdowym (anty-MVI) rozcienhczonym 1:50 w 0,3% BSA w PBS przez 2 h w
temperaturze pokojowej, ptukano trzykrotnie po 5 min PBS, po czym inkubowano z
przeciwcialem IlI-rzgdowym sprz¢zonym ze ztotem koloidalnym o $rednicy czastek ztota
15 nm (anty-rabbit IgG 15 nm secondary antibody, BB International) rozcienczonym w
0,1% BSA w PBS przez 2 h w temperaturze pokojowej. W kontroli negatywnej pomini¢to
przeciwciata I-rzgdowe. Preparaty kontrastowano 2,5% octanem uranylu i obrazowano
za pomocg transmisyjnego mikroskopu elektronowego Joel EM 100. Procedurg te
prowadzono we wspoOtpracy z dr hab. Martg Lenartowska z Wydzialu Nauk

Biologicznych i Weterynaryjnych Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Toruniu.
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3.14. Analiza statystyczna

Wyniki przedstawiano w postaci $redniej arytmetycznej ze wszystkich wartosci
otrzymanych dla danego wariantu dos$wiadczenia, z odchyleniem standardowym.
Istotnos¢ statystyczng uzyskanych wynikow okreslano z wykorzystaniem testu t-Studenta
(przedzialy istotno$ci oznaczono: * - p < 0,05; **- p <0,01; *** - p < 0,001). Do analizy

wynikow wykorzystano programy: Microsoft Excel, Power Point, Imagel oraz Zeiss Zen.
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4. WYNIKI
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4.1. Wprowadzenie

W niniejszej pracy, wykorzystujagc komorki chromochtonne rdzenia nadnerczy
szczura PC12, badano lokalizacje 1 biologiczng role MVI w jadrze komérkowym, a
doktadniej w jej najwiekszej strukturze, jakim jest jaderko. Do poszukiwan roli MVI w
tej nieobtonionej strukturze jadra sklonity mnie wyniki wczesniejszych badan
prowadzonych w Pracowni Molekularnych Podstaw Ruchow Komoérkowych, ktore
wskazywaly na mozliwy udziat tego unikalnego motoru molekularnego w jaderku.

Poniewaz MVI wypetia swoja role poprzez oddzialywanie ze specyficznymi dla
niej partnerami, dr Lukasz Majewski, byty doktorant w Pracowni Molekularnych
Podstaw Ruchow Komodrkowych, podjat probe identyfikacji nowych, potencjalnych
ligandow MV z wykorzystaniem metody spektrometrii mas. Wynikiem tej analizy byty
sekwencje peptydow reprezentujacych sekwencje biatek charakterystycznych dla jadra
komorkowego, jaderka oraz rybosomow/ER. Listg nowych, potencjalnych, jadrowych
partnerow MVI zamieszczono w Tabeli 4.1 (Majewski i in. 2018). Wsrod
zidentyfikowanych biatek znalazla si¢ nukleolina - biatko charakterystyczne dla jaderka
oraz biatka rybosomalne matej 40S (S6, S4, S3) i duzej 60S (L7) podjednostki rybosomu.
Z uwagi na brak danych potwierdzajacych obecno$¢ MVI w jaderku oraz wysoka wartos¢
Mascot score (warto$¢ parametru programu Mascot przy p<0,05 dla nukleoliny - 308 oraz
dla S6 - 318) rozpoczetam badania od scharakteryzowania oddziatywania MVI z
nukleoling oraz M VI z biatkiem Sé6.
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Tabela 4.1. Lista bialek potencjalnie oddzialujacych z MVI w komérkach PC12 zidentyfikowanych
metoda spektrometrii mas.

gi 41056215
gi 149060668

gi 18181882
gi 197927118
gi 149065924
gi 149016333
gi 157819755
gi 157823027
gi 624918

gi 109504268

gi 149023880
gi 56090441

gi 13384620

gi 204535

gi 114145419
gi 158186696

gi 4506725
gi 6677809
gi 19705459
gi 129731
gi 11693176
gi 4506661
gi 8394221
gi 206736
gi 2920825
gi 114145636
gi 6755372

Funkcje jadrowe

X-ray repair complementing defective repair in Chinese hamster cells

leucine-rich repeats and calponin homology (CH) domain containing 3
(predicted), isoform CRA_a

G22p1 — ATP-dependent DNA helicase activity

leucine-rich repeats and calponin homology (CH) domain containing 1
DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box polypeptide 17, isoform CRA_a
nucleolin, isoform CRA_d

hypothetical protein LOC364073

DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box polypeptide 3, X-linked

SP120 /heterogeneous nuclear ribonucleoprotein U

similar to Werner syndrome ATP dependent helicase homolog

family rCG31475, isoform CRA_c
DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box polypeptide 5
heterogeneous nuclear ribonucleoprotein K
histone (H1d)
replication protein Al
heterogeneous nuclear ribonucleoprotein M isoform b
Funkcje w rybosomach/ER
ribosomal protein S4, X-linked X isoform
ribosomal protein S6
poly(A) binding protein, cytoplasmic 1
RecName: Full = Protein disulfide-isomerase; Short = PDI
acidic ribosomal phosphoprotein PO
ribosomal protein L7a
ribosomal protein S3a
ribosomal protein L7
ribosomal protein S2
synaptotagmin binding, cytoplasmic RNA

ribosomal protein S3 95 4

XRCC5
LRCH3

G22P1
LRCH1
DDX17
NCL
DDX3Y
DDX3X
HNRNPU

PREDICTED
WRN

PABP
DDX5
HNRNPK
HIST1H1D
RPA1
HNRNPM

RPS4X
RPS6
PABPC1
P4HB
RPLPO
RPL7A
RPS3A
RPL7
RPS2
SYNCRIP
RPS3

gi- identyfikator bialka w bazie GenBank. Na szaro, wykryte biatka, ktore analizowatam w niniejszej

rozprawie.

4.2. QOddzialywanie MVI z nukleoling

W celu potwierdzenia, czy nukleolina rzeczywiscie tworzy kompleks biatkowy z

MVI, zastosowatam metode chromatografii powinowactwa typu pull down na zlozu
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Glutathione-Sepharose™4B z wykorzystaniem rekombinowanej domeny globularnej
pateczki MVI w fuzji z GST (GST-MVI-GD). Na zloze zawierajace zwiagzane z
glutationem biatko fuzyjne GST-MVI-GD (lub GST jako kontrola) naniostam lizat
biatkowy z komoérek PC12. Frakcje eluowane ze zloza zawierajace biatka zwigzane z
GST-MVI-GD lub zwigzane z GST analizowalam metoda Western Blot z zastosowaniem
przeciwciata przeciwko nukleolinie. Jak wida¢ na Rycinie 4.1, prazek odpowiadajacy
nukleolinie zidentyfikowatam jedynie we frakcji eluowanej ze zloza, do ktorego
zwigzano GST-MVI-GD. Nie wykrytam go natomiast we frakcji eluowanej ze ztoza, do

ktorego dotaczono samo GST (kontrola).

< Q
e&g ©
S
S cARcY

110 kDa -Nukleolina

Rycina 4.1. Chromatografia powinowactwa typu pull down na ztozu Glutathione Sepharose ze
zwigzanym GST-MVI. Homogenat, lizat komérek PC12 przed nalozeniem na ztoze Glutathione
Sepharose; GST-MVI-GD, frakcja eluowana ze ztoza Glutathione Sepharose, ze zwigzanym biatkiem
fuzyjnym GST-MVI-GD, na ktore naniesiono lizat biatkowy komoérek PC12; GST, frakcja eluowana ze
ztoza Glutathione Sepharose ze zwigzanym GST, na ktdre naniesiono lizat biatkowy komoérek PC12
(kontrola). Western Blot po inkubacji btony nitrocelulozowej z przeciwciatem anty-nukleolina.

/

N

Potwierdzitam zatem mozliwo$¢ oddziatywania MVI z nukleoling, biatkiem
zlokalizowanym gtéwnie w jaderku, ktorej glowna funkcja jest udziat w metabolizmie
rRNA od etapu transkrypcji rDNA po formowanie podjednostek rybosomow.

Aby dodatkowo potwierdzi¢ mozliwos¢ oddzialywania MVI z nukleoling,
zastosowatam metode koimmunoprecypitacji (Co-IP) z uzyciem zloza Protein A/G-
Sepharose. Do zloza przylaczylam przeciwcialo przeciwko MVI (proba badana), a
nastepnie inkubowatam je z homogenatem komorek PCI12, intensywnie ptukatam i
poddatam analizie Western Blot, w ktorej wykorzystatam przeciwciato specyficznie
rozpoznajace nukleoling. Probe kontrolng stanowito ztoze Protein A/G-Sepharose, ktore
inkubowatam z nieimmunizowang surowicg Szczura NS (ang. non-immune serum)
(Rycina 4.2).
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Rycina 4.2. Koimmunoprecypitacja (Co-1P) nukleoliny z MVI w lizatach komérek PC12 na zlozu
Protein A/G-Sepharose. Do zloza Protein A/G-Sepharose dodano przeciwcialo przeciwko MVI (anty-
MVI, préba badana) lub nieimmunizowang surowica szczura NS (proba kontrolna), a nastgpnie
inkubowano z homogenatem komorek PC12 i analizowano metodg Western Blot. Nukleolina utworzyta
kompleks z MVI, ,,wychwycona” za pomoca przeciwciata anty-MV1.

Jak wida¢ na Rycinie 4.2, w eluacie uzyskanym ze zloza ze zwigzanym
przeciwcialem przeciwko MVI zidentyfikowatam prazek odpowiadajacy nukleolinie.
Prazka takiego nie wykrylam w probie uzyskanej ze ztoza bez przeciwciala przeciwko
MVI (NS). Powyzsze obserwacje moga wskazywacé na interakcje MVI z nukleoling.

Aby zobrazowaé oddziatywanie MVI z nukleoling w komorce, wykonatam
barwienie immunofluorescencyjne z zastosowaniem przeciwciala przeciwko MVI oraz

przeciwciata przeciwko nukleolinie (Rycina 4.3).

Nukleolina natozenie

Rycina 4.3. Wspoélwystepowanie MVI oraz nukleoliny, znacznika jaderek w komérkach PC12.
Barwienie immunofluorescencyjne komorek z wykorzystaniem specyficznych przeciwcial: anty-MVI
(czerwony) oraz anty-nukleolina (zielony). Jadra komoérkowe wybarwiono DAPI (niebieski).
Przedstawiony obraz pochodzi ze skanowania pojedynczej warstwy preparatu o grubosci 0,3 um. Panel
prawy - ~ 6x powigkszenie obrazu zaznaczonego na panelu ,,natozenie”. Skala 10 pm.

Analiza uzyskanych obrazéw immunofluorescencyjnych wskazuje na
wspotwystepowanie obu biatek. W celu zobrazowania 1 zlokalizowania kompleksow
MV I/nukleolina wykorzystatam wysoce czutg i specyficzng metodg zblizeniowe;j ligacji
in situ, PLA. Technologia ta pozwala na uwidocznienie w tkance/komorce biatek
znajdujacych sie w bezposrednim sagsiedztwie (w odlegtosci <40 nm). Wyniki analizy
PLA przedstawitam na Rycinie 4.4. Fluorescencyjne czerwone punkty (sygnaty)
odpowiadajg miejscu oddzialtywan obu bialek; widoczne sg one gtownie na terenie jadra

komodrkowego oraz w mniejszej ilosci w cytoplazmie.
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Rycina 4.4. Metoda zblizeniowej ligacji in situ, PLA. Analiza sygnalu PLA wskazuje na specyficzne
tworzenie kompleksow MVI/Nukleolina w komérkach PC12 (fluorescencyjne punkty odpowiadaja miejscu
oddziatywan obu biatek). Jadra komorkowe wybarwiono DAPI (niebieski). Obraz pochodzi ze skanowania
ok. 40 warstw preparatu o grubo$ci 0,3 pm kazda. Skala 10 um.

Doswiadczenia te przeprowadzitam z zastosowaniem odpowiednich kontroli (w
ten sposob ocenitam specyficznos¢ metody PLA). W kontroli pozytywnej uzytam dwoch
przeciwcial przeciwko biatkom o scharakteryzowanym juz wcze$niej oddziatywaniu,
czyli przeciwko MVTI i B-aktynie (Rycina 4.5). Jak przedstawia Rycina 4.5 (gorny panel),
sygnatly fluorescencyjne reprezentujace oddzialywanie obu biatek widoczne sg glownie
w cytoplazmie. W kontroli negatywnej (kontrola techniczna negatywna) nie uzytam
przeciwciat pierwszorzedowych; nie zaobserwowatam w tym przypadku sygnatu PLA
(Rycina 4.5, dolny panel).
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Rycina 4.5. Metoda zblizeniowej ligacji in situ, PLA — kontrole. Gérny panel (kontrola pozytywna),
sygnaly PLA (czerwone punkty) odpowiadajgce kompleksom MVI/B-aktyna. Dolny panel (kontrola
negatywna), brak sygnatow PLA w przypadku braku przeciwciat I-rzgdowych. Jadra komorkowe
wybarwiono DAPI (niebieski). Obrazy pochodzg ze skanowania ok. 40 warstw preparatu o grubosci 0,3
pum kazda. Skala 10 pum.

Z wykorzystaniem metody PLA potwierdzitam zatem oddziatywanie MVI z
nukleoling, biatkiem charakterystycznym dla jaderka.

4.3. Oddzialywanie MVI z S6

Z wykorzystaniem metody pull down zidentyfikowatam réwniez biatko S6,
bedace sktadnikiem matej podjednostki rybosomu 40S jako nowe biatko wigzace MVI.
Wyniki tego do§wiadczenia przedstawia Rycina 4.6. Co ciekawe, oddziatywanie MVI z

S6 jest bardziej specyficzne dla jego aktywnej ufosforylowanej formy, pS6.
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Rycina 4.6. Chromatografia powinowactwa typu pull down na zlozu Glutathione Sepharose ze
zwigzanym GST-MVI-GD. Homogenat, lizat komoérek PC12 przed nalozeniem na ztoze Glutathione
Sepharose; GST-MVI-GD, frakcja eluowana ze ztoza Glutathione Sepharose, ze zwigzanym biatkiem
fuzyjnym GST-MVI-GD, na ktore naniesiono lizat biatkowy komoérek PC12; GST, frakcja eluowana ze
ztoza Glutathione Sepharose ze zwigzanym GST, na ktdre naniesiono lizat biatkowy komoérek PC12
(kontrola). Western Blot po inkubacji btony nitrocelulozowej z przeciwciatem anty-S6 oraz anty-pS6.

W celu dodatkowego potwierdzenia mozliwosci oddziatywania MVI z S6
zastosowatam metode koimmunoprecypitacji z uzyciem ztoza Protein A/G-Sepharose.
Do zloza przylaczylam przeciwciato przeciwko MVI (préba badana), a nastgpnie
inkubowatam je z homogenatem komoérek PC12, intensywnie ptukatam i poddatam
analizie Western Blot, w ktorej wykorzystatam przeciwciato przeciwko S6. Probe
kontrolng stanowito ztoze Protein A/G-Sepharose, ktore inkubowatam z

nieimmunizowang surowicg szczura NS (Rycina 4.7).
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Rycina 4.7. Koimmunoprecypitacja S6 z MVI w lizatach komérek PC12 na zlozu Protein A/G-
Sepharose. Do ztoza Protein A/G-Sepharose dodano przeciwciato anty-MVI (proba badana) lub
nieimmunizowana surowica szczura NS (proba kontrolna) a nastgpnie inkubowano z homogenatem
komoérek PC12 i analizowano metodg Western Blot. S6 utworzyla kompleks z MVI, ,wychwycong” za
pomocg przeciwciata anty-MVI.

Jak wida¢ na Rycinie 4.7, we frakcji uzyskanej ze zloza ze
zwigzanym/sprz¢gnietym przeciwciatem przeciwko MVI zidentyfikowatam prazek
odpowiadajgcy biatku S6. Prazka takiego nie wykrylam w probie uzyskanej ze ztoza bez
przeciwciala przeciwko MVI (NS). Powyzsze obserwacje moga wskazywac na interakcje
MVI z S6. Warto jednak podkresli¢, iz zastosowane metody nie pozwalaja na
zdefiniowanie charakteru tych oddzialywan (czy jest to oddziatywanie bezposrednie czy

posrednie). Oddzialywanie MVI z biatkiem S6 i jego ufosforylowang forma, pS6
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zaobserwowatam réwniez metoda zblizeniowej ligacji in situ, PLA (opis w rozdziale
3.12.1; Rycina 4.8). Mniej liczne oddziatywania byty widoczne w przypadku pS6 i MVI.

MVI/S6+DAPI

MVI/pS6 DAPI MVI/pS6+DAPI

Rycina 4.8. Metoda zblizeniowej ligacji in situ, PLA. Analiza sygnatu PLA wskazuje na specyficzne
tworzenie kompleksow MV1/S6 oraz MV1/pS6 w komaérkach PC12 (fluorescencyjne punkty odpowiadaja
miejscu oddziatywan obu biatek). Jadra komorkowe wybarwiono DAPI (niebieski). Obrazy pochodzg ze
skanowania ok. 40 warstw preparatu o grubosci 0,3 pm kazda. Skala 10 pm.

Podsumowujac te czes¢ wynikow, wykazatam, ze MVI oddziatuje z biatkami
jaderkowymi i rybosomalnym w jadrze komorkowym, ktore zostaly wykryte metoda

spektrometrii mas jako potencjalni partnerzy MV1 .

4.4. Obecnos¢ MVI w jaderku

4.4.1. MVI jest obecna we frakcji jaderkowej

W celu potwierdzenia wystepowania MVI w jaderku, komorki PC12
frakcjonowatam z zastosowaniem metody wirowania w gradiencie sacharozy zgodnie z
protokotem opisanym w Hacot i in. (2010). Przeprowadzona analiza uzyskanych frakcji
potwierdzita obecno$¢ MVI we frakcji cytoplazmatycznej i jadrowej, a takze wykazata
jej obecno$¢ we frakcji jaderkowej komorek PCI12 (Rycina 4.9). Czysto$¢

poszczegolnych frakcji sprawdzitam wykorzystujagc odpowiednie znaczniki biatkowe,
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czyli GAPDH dla frakcji cytoplazmatycznej i fibrylaryng dla frakcji jadrowej i
jaderkowe;j.

\2\0
140 kDa | 0 Sup H&’ MV
37kDa |- w— \GAPDH

34kDa wwe  @=guy Fibrylaryna

Rycina 4.9. Frakcjonowanie komorek PC12. MVI zidentyfikowano we frakcji jaderkowej komorek
PC12 z wykorzystaniem specyficznego przeciwciata anty-MVI. Czysto$¢ poszczegbdlnych frakceji
uzyskanych po wirowaniach w gradiencie sacharozy analizowano z wykorzystaniem przeciwcial anty-
GAPDH oraz anty-fibrylaryna.

4.4.2. MVI zawiera sygnal lokalizacji jaderkowej NoLS

Nastepnie z wykorzystaniem narzg¢dzia bioinformatycznego NoD (ang. nucleolar
localization sequence detector) (http://www.compbio.dundee.ac.uk/nod) (Scott i in.
2011), wykrytam potencjalng sekwencje NoLS (ang. nucleolar localization sequence),
ktora moze warunkowac lokalizacje MVI w jaderku (Rycina 4.10). Program NoD - w
oparciu o analiz¢ bazy danych 46 ludzkich sekwencji jaderkowych NoLS - przewiduje

obecno$¢ NoLS w biatkach eukariotycznych 1 wirusowych (Scott i in. 2011).
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Rycina 4.10. Identyfikacja potencjalnej sekwencji NoLS, odpowiedzialnej za lokalizacje MVI w
jaderku za pomoca programu NoD. Zacieniony obszar reprezentuje zakres wynikow, w obrebie ktorych
20 aminokwasowy segment biatka jest potencjalnym miejscem lokalizacji jaderkowej (NoLS); punkt
odciecia 0,8. http://www.compbio.dundee.ac.uk/nod (Scott i in. 2011).

Program wytypowat jako NoLS sekwencje
1114FHRRLKVYHAWKSKNKKRNTETEQRAPKS1142, zlokalizowang w domenie
wigzacej cargo (CBD, ang. cargo binding domain) i obejmujaca motyw MVI bogaty w
reszty argininy i leucyny (RRL), odpowiedzialny za wigzanie MVI z wieloma partnerami

biatkowymi.

4.4.3. MVI wystepuje gléwnie w obszarach DFC i GC jaderka

W celu ustalenia, w jakich obszarach jaderka zlokalizowana jest MVI
przeprowadzitam badania na poziomie mikroskopii elektronowej z wykorzystaniem
techniki immunogold; MVI uwidoczniono w postaci czarnych, wyraznych punktow,
odpowiadajacym czastkom ztota koloidalnego o $rednicy 15 nm. Procedure tg i
obrazowanie komoérek prowadzitam we wspolpracy z dr hab. Martg Lenartowska z
Wydzialu Nauk Biologicznych i Weterynaryjnych Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w

Toruniu.

86



Rycina 4.11. Lokalizacja MVI w jaderku. Jadro komérkowe (N), jaderko (No), centrum fibrylarne FC
(ang. fibrillar center) - zaznaczone gwiazdka, gesty skladnik fibrylarny DFC (ang. dense fibrillar
component) - zaznaczony czerwong strzatka, sktadnik ziarnisty GC (ang. granular component). Miejsca
wystepowania MVI w jaderku zaznaczono czarnymi strzalkami. Skala 1 pm.

MV1 zlokalizowatam glownie w gestym sktadniku fibrylarnym DFC (ang. dense
fibrillar component) i sktadniku ziarnistym GC (ang. granular component) jaderka oraz

na granicy tych obu obszaréw (Rycina 4.11).

4.4.4. Poziom MVI w jaderku zwigksza si¢ po stymulacji komérek 56 mM KCl

Badania prowadzone przez dr. Lukasza Majewskiego wykazaty, ze po stymulacji
komorek PC12 przy uzyciu 56 mM KCl dochodzi do wzrostu poziomu MVI w jadrze
komorkowym (w poréwnaniu do komoérek kontrolnych, niestymulowanych) (Majewski i
in. 2018). Obserwacja ta sktonita mnie do zbadania wptywu stymulacji komorek PC12
na poziom MVI w jaderku. W tym celu komorki inkubowatam w roztworze z wysokim
(56 mM) lub niskim (2,6 mM) (kontrola) stezeniem jonéw potasu, po czym znakowatam
tak traktowane komorki technikg mikroskopii elektronowej immunogold.

Na uzyskanych elektronogramach zaobserwowatam wyzszy wzrost znakowania
czastkami zlota jaderek komorek stymulowanych 56 mM KCIl, w poréwnaniu do
komorek kontrolnych, niestymulowanych (Rycina 4.12 A i B).
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Rycina 4.12 (A) Lokalizacja MVI w jaderkach komoérek kontrolnych i po stymulacji 56 mM KCI.
Znakowanie komorek technikg immunogold z wykorzystaniem przeciwciata I-rzgdowego przeciwko MVI
oraz Il-rzgdowego sprz¢zonego ze ztotem koloidalnym. Centrum fibrylarne (FC), zaznaczone biatg
gwiazdka; gesty sktadnik fibrylarny (DFC), zaznaczony czerwonymi strzatkami; sktadnik ziarnisty jaderka
(GC). Miejsca wystepowania MVI w jaderku zaznaczono czarnymi strzatkami. Skala 1 um. (B) Analiza
liczby ziaren zlota koloidalnego w jaderkach komorek kontrolnych i stymulowanych. N=100. Brak
istotnosci statystycznej.

4.4.5. Oddzialywanie MVI z bialkami charakterystycznymi dla obszaréow jaderka

Poniewaz na zdjgciach wykonanych z uzyciem mikroskopu elektronowego
zaobserwowatam obecnos¢ MVI w réznych obszarach jaderka (Rycina 4.11),
postanowitam sprawdzi¢, czy MVI oddziatluje z biatkami charakterystycznymi dla tych
obszaréw. Do tego celu wykorzystatam metode pull down oraz analiz¢ Western Blot, w
ktorej zastosowalam przeciwciala przeciwko UBF (znacznikowi FC jaderka),
fibrylarynie (znacznikowi DFC jaderka) oraz B23 (znacznikowi GC jaderka).

Jak wida¢ na Rycinie 4.13, prazki odpowiadajace UBF, fibrylarynie i B23
wykrytam we frakcjach eluowanych ze ztoza, do ktorego przytaczytam GST-MVI-GD.
Nie zidentyfikowatam ich we frakcjach eluowanych ze zloza ze zwigzanym GST

(kontrola).
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Rycina 4.13. Chromatografia powinowactwa typu pull down na zlozu Glutathione Sepharose ze
zwigzanym GST-MVI-GD. Homogenat, lizat komoérek PC12 przed natozeniem na ztoze Glutathione
Sepharose; GST-MVI-GD, frakcja eluowana ze ztoza Glutathione Sepharose, ze zwigzanym biatkiem
fuzyjnym GST-MVI-GD, na ktére naniesiono lizat biatkowy komodrek PC12; GST, frakcja eluowana ze
ztoza Glutathione Sepharose ze zwigzanym GST, na ktoére naniesiono lizat biatkowy komoérek PC12
(kontrola). Western Blot po inkubacji btony nitrocelulozowej z przeciwciatami: anty-UBF, anty-fibrylaryna
oraz anty-B23.

Zatem zastosowanie metody pull down potaczonej z analiza Western Blot z
wykorzystaniem przeciwcial przeciwko UBF, fibrylarynie oraz B23 pozwolitlo na
zidentyfikowanie nowych potencjalnych oddzialywan MVI.

Aby dodatkowo potwierdzi¢ nowoodkryte oddziatywania MVI z UBF,
fibrylaryng oraz B23 zastosowatam metode koimmunoprecypitacji. W pierwszym etapie
do ztoza Protein A/G Sepharose dodatam przeciwciatlo rozpoznajace MVI (préba
badana), a nast¢pnie inkubowatam je z homogenatem komoérek PC12. Po odwirowaniu
proby, sprawdzatam czy poszukiwane biatka jaderkowe utworzyly kompleksy z MVI
zwigzang (uchwycong) za pomoca przeciwciala. W tym celu wykorzystatam analizg
Western Blot, w ktorej zastosowatam przeciwciata specyficznie rozpoznajace UBF,
fibrylaryng i B23. Probeg kontrolng stanowito ztoze Protein A/G-Sepharose, ktore
inkubowatam (w pierwszym etapie) z nieimmunizowang surowicg szczura (NS).

Jak wida¢ na Rycinie 4.14, w probach uzyskanych ze 716z ze sprzggnigtym
przeciwcialem przeciwko MVI zidentyfikowatam prazki odpowiadajgce masom biatek
jaderkowych tj. UBF, fibrylaryny 1 B23. Prazkéw tych nie wykrylam w probach
uzyskanych ze z16z bez przeciwciala przeciwko MVI. Powyzsze obserwacje moga zatem

wskazywa¢ na interakcje miedzy M VI a biatkami jaderkowymi.
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Rycina 4.14. Koimmunoprecypitacja UBF z MVI, fibrylaryny z MVI oraz B23 z MVI w lizatach
komérek PC12 na zlozu Protein A/G-Sepharose. Do ztoza Protein A/G-Sepharose dodano przeciwciato
przeciwko anty-MVI (proba badana) lub nieimmunizowang surowice szczura NS (proba kontrolna) a
nastepnie inkubowano z homogenatem komorek PC12 i analizowano metoda Western Blot z
wykorzystaniem przeciwciat: anty-UBF, anty-fibrylaryna oraz anty-B23.

7

4.4.6. MVI kolokalizuje z bialkami jaderkowymi

Aby zobrazowa¢ oddziatywania miedzy MVI a biatkami jaderkowymi, wykryte
metodag  pull  down i koimmunoprecypitacji, =~ wykonatam  barwienia
immunofluorescencyjne z zastosowaniem przeciwciat: anty-UBF do wyznakowania FC
jaderka, anty-fibrylaryna do wyznakowania DFC jaderka oraz anty-B23 do
wyznakowania obszaru GC jaderka (Rycina 4.15).
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Rycina 4.15. Wspélwystepowanie MVIi UBF, MVI i fibrylaryny oraz MV1 i B23 w komérkach PC12.
Barwienie immunofluorescencyjne komorek z wykorzystaniem specyficznych przeciwciat: anty-MVI
(zielony) oraz anty-UBF, anty-fibrylaryna i anty-B23 (czerwony). Jadra komorkowe wybarwiono DAPI
(niebieski). Przedstawione obrazy pochodza ze skanowania pojedynczej warstwy preparatu o grubosci 0,3
um. Prawe panele - ~ 5x powigkszenia obrazow zaznaczonych na panelach ,,natozenie”. Skala 10 um.

Analizujac  powyzsze obrazy immunofluorescencyjne, zaobserwowalam
wspotwystepowanie MVI ze znacznikami poszczegolnych obszarow jaderka.

Aby dodatkowo potwierdzi¢ oddziatywanie MV ze znacznikami poszczegolnych
obszarow jaderka ponownie wykorzystatam metode zblizeniowej ligacji in situ, PLA. Z
wykorzystaniem tej metody potwierdzitam oddziatywanie MVI z UBF, fibrylaryng oraz
B23 (Rycina 4.16).
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Rycina 4.16. Metoda zblizeniowej ligacji in situ, PLA. Analiza sygnatu PLA wskazuje na specyficzne
tworzenie kompleksow MVI/UBF, MVI/Fibrylaryna oraz MVI1/B23 w komorkach PC12 (fluorescencyjne
punkty odpowiadaja miejscu oddziatywan obu biatek). Jadra komdorkowe wybarwiono DAPI (niebieski).
Obrazy pochodza ze skanowania ok. 40 warstw preparatu o grubo$ci 0,3 um kazda. Skala 10 pm.

Zatem wyniki uzyskane z wykorzystaniem metody PLA wskazuja na

oddziatywanie MVI z innymi biatkami jaderkowymi, nie tylko nukleoling i S6.

4.5. Wplyw stresu jaderkowego wywolanego aktynomycyna D (ActD)
na lokalizacj¢ MVI w komorkach PC12

Z danych literaturowych wiadomo, Ze na skutek dziatania aktynomycyny D
(ActD) w stezeniu 0,05 pg/ml, hamujacym aktywno$¢ Pol |, ale nie Pol 11, dochodzi do
stresu jaderkowego, co manifestuje si¢ zmianami w morfologii jaderka. UBF i fibrylaryna

ulegajg wowczas translokacji na obrzeza jaderka a B23 i nukleolina — translokacji do
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nukleoplazmy (Boulon i in. 2010; Burger i in. 2010; Yang i in. 2018). Poniewaz
wykrytam, ze MVI oddziatuje z tymi biatkami jaderkowymi postanowitam zbada¢, czy i

w jaki sposob stres jaderkowy wplywa na lokalizacje 1 poziom MVI w komoérkach PC12.
4.5.1. Ultrastruktura jaderka w komorkach traktowanych ActD

Aby zbada¢ wplyw ActD na organizacj¢ jaderka w badanych komorkach
przeprowadzitam badania ultrastrukturalne technika mikroskopii elektronowej z
wykorzystaniem tego inhibitora. Analiza uzyskanych obrazéw wykazata drastyczne
zmiany w organizacji struktury jaderka komorek traktowanych ActD (w stezeniu 0,05
pg/ml); nie mozna byto w nim wyr6zni¢ typowych obszarow charakterystycznych dla
prawidlowej struktury jaderka; wskutek dziatania ActD dochodzito do jego dezintegracji
(Rycina 4.17). Widoczne byly natomiast bezpostaciowe, resztkowe jaderka, w ktorych
obszar FC wystepowal na jego peryferium (Rycina 4.17).
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Rycina 4.17. Ultrastruktura jaderka w komérkach PC12 nietraktowanych (kontrola) lub
traktowanych ActD. (A, A’) W komoérkach kontrolnych uwidoczniono typowa organizacj¢ jaderka: obszar
FC jest otoczony przez DFC i GC. (B, B’) W komorkach traktowanych ActD dochodzi do dezintegracji
jaderka. Gwiazdka zaznaczono obszar FC. A’, B’ - ~ 3x powigkszenia obrazéw zaznaczonych na goérnych
panelach. N - jadro, No - jaderko. Skala 1 pm.

4.5.2. ActD wplywa na lokalizacje MVI w komoérkach PC12

Z wykorzystaniem mikroskopii konfokalnej zaobserwowatam, ze w komorkach
traktowanych ActD sygnat pochodzacy od przeciwciala przeciwko MVI byt
intensywniejszy niz W komorkach kontrolnych (Rycina 4.18). Moze to wskazywaé na

wzrost poziomu MVI w tych komoérkach.
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Rycina 4.18. Wystepowanie MVI w komérkach PC12 nietraktowanych (kontrola) lub traktowanych
ActD (stres jaderkowy). Barwienie immunofluorescencyjne komorek z wykorzystaniem przeciwciat anty
-MVI (zielony). Jadra komérkowe wybarwiono DAPI (niebieski). Przedstawiony obraz pochodzi ze
skanowania pojedynczej warstwy preparatu o grubosci 0,3 um. Skala 10 pm.

Niestety, analiza Western Blot nie potwierdzita tych obserwacji (Rycina 4.19).

70kDa e | ¢ laminaB
37 kDa === == = GAPDH
kontrola ActD

Rycina 4.19. Poziom MVI we frakcjach cytoplazmatycznej i jadrowej uzyskanych z komérek PC12
nietraktowanych (kontrola) i traktowanych ActD (stres jaderkowy). Western Blot po inkubacji z
przeciwciatami: anty-MVI, anty-lamina B i anty-GAPDH.
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4.6. Wplyw obnizonego poziomu MVI na ultrastrukture jaderka —

badania z wykorzystaniem mikroskopii elektronowej

Nastgpnie postanowitam sprawdzié¢, czy M VI bierze udziat w organizacji jaderka.
W tym celu przeprowadzitam badania ultrastrukturalne komorek z obnizonym poziomem
MVI (siRNA-MVI) oraz komoérek kontrolnych scrambled (Rycina 4.20). Te linie
komorkowe zostaly przygotowane w oparciu o plazmid kodujacy SiRNA skierowany
przeciwko mMRNA MYOG6 oraz plazmid kodujacy kontrolne SIRNA, nierozpoznajace

zadnej znanej sekwencji mRNA ssakoéw (Majewski i in. 2011).

\
«o"\& &
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140 kDa |- . MVI

42 kDo w=ss e (-aktyna

Rycina 4.20. Poziom syntezy MVI w komoérkach siRNA-MVI i komérkach scrambled. Western Blot po
inkubacji z przeciwcialem anty-M V1. Jako biatko referencyjne uzyto B-aktyne.

Analiza obrazow uzyskanych z wykorzystaniem mikroskopu elektronowego
wykazata, ze w komorkach SiRNA-MVI dochodzi do drastycznych zmian w
ultrastrukturze jaderka (Rycina 4.21). Zaobserwowatam, ze jaderko w tych komorkach
jest bardziej rozproszone/mniej zwarte w porownaniu do komorek scrambled.
Obserwowana jest rowniez dezorganizacja poszczegdlnych obszarow jaderka. Uzyskany
wynik moze $wiadczy¢ o udziale MVI w utrzymaniu prawidtowej organizacji jaderka, a

tym samym o wptywie MVI na zachodzace w nim procesy.
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Rycina 4.21. Ultrastruktura jaderek w komérka
W komorkach scrambled uwidoczniono wszystkie obszary jaderka tj. FC (zaznaczony gwiazdka), DFC
(zaznaczony strzatka) oraz GC. (B, B’) W komoérkach siRNA-MVI uwidoczniono dramatyczne zmiany w
strukturze jaderka (dezintegracja). A’, B’- ~ 2,5X powickszenia obrazéw zaznaczonych na gbérnych
panelach. N- jadro, No-jaderko, C-cytoplazma. Skala 1 pum.
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4.7.  Wplyw obnizonego poziomu MVI na poziom i lokalizacje bialek
jaderkowych

4.7.1. Wplyw obnizonego poziomu MVI na poziom wybranych bialek jaderkowych

Poniewaz w komorkach SiRNA-MVI dochodzi do drastycznych zmian w
organizacji jaderka (dezintegracji), postanowitam sprawdzi¢ poziom wybranych biatek
jaderkowych (UBF, fibrylaryny, B23 oraz nukleoliny) w tych komoérkach w poréwnaniu
do komorek scrambled, w ktorych struktura jaderka nie byla zaburzona. Nie
zaobserwowatam jednak istotnych zmian w poziomie biatek jaderkowych pomiedzy
komorkami SIRNA-MVI a scrambled (Rycina 4.22).

A \0\66 S\Q\ B

660(0 c}q\@ _ 16
90 kDa @EED esss |JRF s T
34 kDa e s Fibrylaryna ;%O; [ TS
37 kDa @m® = p>3 g
34 kDa e === GAPDH ‘goz
110 kDa == es==s Nukleolina 5§ @\’*’6& &
&

42 kDa @=ss e (-aktyna

B scrambled siRNA MVI

Rycina 4.22. Poziom wybranych bialek jaderkowych w komoérkach SiRNA-MVI i komérkach
scrambled. (A) Western Blot po inkubacji z przeciwciatami: anty-UBF, anty-fibrylaryna, anty-B23, anty-
nukleolina. Jako bialka referencyjne uzyto GAPDH oraz -aktyne. (B) Analiza densytometryczna poziomu
UBF, fibrylaryny oraz B23 wzglgdem GAPDH. N=3; ns- brak istotno$ci statystyczne;.

Poniewaz zaobserwowatam, ze w komorkach SIRNA-MVI oraz pod wptywem
dziatania ActD (niezaleznie od siebie) dochodzi do dezorganizacji jaderka, postanowitam
sprawdzi¢, czy 1 w jaki sposob zmienia si¢ lokalizacja biatek charakterystycznych dla
poszczegdlnych  obszarow  jaderka. W tym celu wykonatam barwienia

immunofluorescencyjne  komorek SIRNA-MVI z  wykorzystaniem przeciwcial

98



skierowanych przeciwko UBF, fibrylarynie oraz B23 w obecnosci i niecobecnosci ActD
(Rycina 4.23, 4.24, 4.25).

4.7.2. Wplyw obnizonego poziomu MVI na lokalizacje UBF

Badania rozpocz¢tam od sprawdzenia, czy obnizony poziom MVI wplywa na
lokalizacje UBF. Analiza obrazéw uzyskanych z wykorzystaniem mikroskopu
konfokalnego wykazata, ze w komorkach scrambled i SiIRNA-MVI nietraktowanych ActD
(kontrola), UBF wystepowato w jaderku w postaci luzno upakowanych i drobnych
skupisk (Rycina 4.23). Nie zaobserwowalam zatem réznic w lokalizacji UBF pomigdzy
tymi komorkami, natomiast widoczny byl nieznaczny spadek intensywnos$ci barwienia
UBF w komorkach siRNA-MVI w porownaniu do komoérek scrambled (Rycina 4.23). Na
podstawie tych wynikéw, mozna przypuszczac, ze obnizony poziom MVI nie wptywa na

lokalizacje UBF w warunkach kontrolnych.
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Rycina 4.23. Barwienie immunofluorescencyjne komérek SiRNA-MVI i komérek scrambled w
obecnosci lub nieobecnosci ActD. Do barwien wykorzystano przeciwcialo anty-UBF (czerwony). Jadra
komorkowe wybarwiono DAPI. Przedstawione obrazy pochodza ze skanowania pojedynczej warstwy
preparatu o grubosci 0,3 pm. Panele prawe - ~ 3x powigkszenia obrazow zaznaczonych na $rodkowych
panelach. Skala 10 pm.

Z kolei w komorkach scrambled traktowanych ActD zaobserwowatam zmiang
rozmieszczenia UBF z obszaru FC jaderka poza jego obreb; utworzone zostaty struktury
zwane ,,nucleolar caps”, co jest zgodne z doniesieniami literaturowymi (Shav-Tal i in.
2005). W przypadku komorek SIRNA-MVI traktowanych ActD réwniez zaobserwowatam

gromadzenie UBF, ale nie jako ,,nucleolar caps” na obrzezach jaderka, tylko w postaci
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zwartej zaokraglonej struktury. Na podstawie tych wynikdéw, mozna przypuszczac, ze

obnizony poziom MVI nie wptywa znaczaco na lokalizacj¢ UBF w komorkach PC12.

4.7.3. Wplyw obnizonego poziomu MVI na lokalizacje fibrylaryny

Nastepnie zbadalam, czy obnizony poziom MVI wptywa na lokalizacje
fibrylaryny. Analiza obrazow uzyskanych z wykorzystaniem mikroskopu konfokalnego
wykazala, ze w komodrkach scrambled i nietraktowanych ActD, fibrylaryna wystepowata
w jaderku w postaci licznych, ale drobnych, rozproszonych punkcikéw/skupisk. Nie
zaobserwowatam rowniez istotnych réznic w lokalizacji fibrylaryny w komoérkach
SIRNA-MVI w poréwnaniu do komorek scrambled (Rycina 4.24). Uzyskane wyniki
wskazuja zatem, ze MVI nie wplywa na lokalizacj¢ fibrylaryny w warunkach

kontrolnych.
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Rycina 4.24. Barwienie immunofluorescencyjne komérek SiRNA-MVI i komérek scrambled w
obecnosci lub nieobecnosci ActD. Do barwien wykorzystano przeciwciato anty-fibrylaryna (czerwony).
Jadra komoérkowe wybarwiono DAPI. Przedstawione obrazy pochodzg ze skanowania pojedynczej
warstwy preparatu o grubosci 0,3 pum. Panele prawe - ~ 3x powiekszenia obrazéw zaznaczonych na
srodkowych panelach. Skala 10 pm.

Z kolei w komorkach scrambled oraz siRNA-MVI traktowanych ActD
zaobserwowatam wystepowanie fibrylaryny w postaci pojedynczych, zwartych skupisk
na obrzezach jaderka. Nie zaobserwowatam zatem réznic w lokalizacji fibrylaryny
pomiedzy komorkami scrambled oraz SiRNA-MVI pod wplywem dziatania ActD.
Natomiast sama ActD powodowata zmiang w sposobie rozmieszczenia fibrylaryny w

poréwnaniu do komoérek kontrolnych, nietraktowanych ActD (Rycina 4.24).
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4.7.4. Wplyw obnizonego poziomu MVI na lokalizacj¢ B23

Nastepnie zbadatam, czy obnizony poziom MVI wplywa na lokalizacj¢ B23.
Analiza obrazoéw uzyskanych z wykorzystaniem mikroskopii konfokalnej wykazata, ze
w komorkach scrambled, nietraktowanych ActD, B23 lokalizuje si¢ w obszarze GC
jaderka w postaci charakterystycznych pierscieni. W komorkach siRNA-MVI B23 byto
widoczne w postaci duzych skupisk, wypehiajacych cale jaderko (Rycina 4.25). Na
podstawie tych wynikéw, mozna przypuszczac, ze MVI bierze udziat w lokalizacji B23

w warunkach kontrolnych.
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Rycina 4.25. Barwienie immunofluorescencyjne komorek SiRNA-MVI i komérek scrambled w
obecnosci lub nieobecnosci ActD. Do barwien wykorzystano przeciwcialo anty-B23 (czerwony). Jadra
komorkowe wybarwiono DAPI. Przedstawione obrazy pochodza ze skanowania pojedynczej warstwy
preparatu o grubo$ci 0,3 um. Panele prawe - ~ 3x powiekszenia obrazow zaznaczonych na srodkowych
panelach. Skala 10 pum.

Z kolei w komorkach scrambled traktowanych ActD zaobserwowatam
translokacj¢ B23 z obszaru GC jaderka do nukleoplazmy, co jest zgodne z doniesieniami
literaturowymi (Boulon i in. 2010; Burger i in. 2010). Natomiast w komorkach SIRNA-
MVI traktowanych ActD zaobserwowatam obecno§¢ B23 zarowno w obszarze GC

jaderka, jak i w nukleoplazmie (Rycina 4.25). Na podstawie tych wynikow, mozna
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przypuszczac¢, ze MVI bierze udziat w lokalizacji B23 réwniez w warunkach stresu

jaderkowego.

4.8. Wplyw obnizonego poziomu MVI na morfologi¢ retikulum

endoplazmatycznego (ER)

Z uzyskanych w Pracowni Molekularnych Podstaw Ruchéw Komorkowych
wynikow (Majewski i in. 2018) wiadomo, ze w komodrkach PC12 MV lokalizuje si¢ w
poblizu ER (Rycina 4.26). Dlatego postanowilam sprawdzi¢, czy i jak obnizony poziom
MVI wptywa na organizacj¢ ER oraz lokalizacj¢ i poziom biatka rybosomalnego S6,
wykrytego jako potencjalny partner MV1.

Rycina 4.26. Lokalizacja MVI w poblizu retikulum endoplazmatycznego (ER). Znakowanie komérek
technika immunogold z wykorzystaniem przeciwciata I-rzedowego przeciwko MVI oraz Il-rzedowego
sprzezonego ze ztotem koloidalnym ($rednica czgstek zlota 15 nm). C- cytoplazma. Skala 250 nm
(Majewski i in. 2018).

4.8.1. Wplyw obnizonego poziomu MVI na organizacje ER z wykorzystaniem

mikroskopii elektronowej i konfokalnej

Naste¢pnie postanowitam zbada¢ ultrastruktur¢ ER w komorkach SiIRNA-MVI przy
uzyciu mikroskopii elektronowej. Zaobserwowatam, ze w komoérkach tych dochodzi do
zaburzenia w organizacji bton ER [(na btonach szorstkiego ER (rER) byty widoczne tylko
nieliczne, oddalone od siebie rybosomy)] (Rycina 4.27).
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Rycina 4.27. Ultrastruktura ER w komorkach siRNA-MVI (B, B’ i C, C’) oraz komorkach scrambled
(A, A”). N-jadro komoérkowe, rER- szorstkie retikulum endoplazmatyczne. A’, B’, C* - ~ 1,5x powigkszenia
obrazoéw zaznaczonych na gornych panelach. Skala 2 pm.

W kolejnym etapie badan wykonatam barwienie przyzyciowe komorek SiRNA-
MVI z wykorzystaniem barwnika ER tracker™Blue-WhiteDPX wiazacego sie
specyficznie z btonami ER (barwnik ten jest wysoce selektywny dla ER, stosowany w

niskich stezeniach nie jest toksyczny dla komorek; czeSciowo pozostaje w komorce po
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traktowaniu formaldehydem). Komoérki po inkubacji z barwnikiem ER tracker ™Blue-
WhiteDPX analizowatam z wykorzystaniem mikroskopii konfokalnej (Rycina 4.28).

ER tracker

scrambled SIRNA-MVI . 4

Rycina 4.28. Barwienie immunofluorescencyjne komorek SiRNA-MVI i komérek scrambled z
wykorzystaniem znacznika ER (ER tracker™ Blue-WhiteDPX). Przedstawiony obraz pochodzi ze
skanowania pojedynczej warstwy preparatu o grubosci 0,3 um. Skala 10 pm.

Jak wida¢ na Rycinie 4.28, w komoérkach siRNA-MVI dochodzi do wyraznych
zmian w morfologii ER. ER jest pofragmentowane i rozproszone. Uzyskane wyniki
potwierdzaja zatem sugesti¢, ze MVI bierze udzial w organizacji ER.

Poniewaz prawidtowe funkcje rER sg utrzymywane m.in. dzigki aktywnosci
biatek opiekunczych (czaperonow), ktére odpowiadaja za prawidtowa konformacje
powstajacych biatek (chronig przed nieprawidtowa agregacja biatek) postanowitam
sprawdzi¢, czy MVI wplywa na lokalizacje biatka opiekunczego GRP78 (ang. 78-kDa
glucose-regulated protein), znajdujacego si¢ w $wietle ER. Barwienie przeciwko biatku
GRP78 wykazato znaczne zmiany w organizacji struktur ER w komorkach siRNA-MVI.
Struktury ER sa bardziej pofragmentowane 1 mniej uporzadkowane, w poréwnaniu do

komorek kontrolnych (Rycina 4.29).
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Rycina 4.29. Barwienie immunofluorescencyjne komoérek siRNA-MVI oraz komorek scrambled. Do
barwien wykorzystano przeciwciato anty-GRP78 (zielony). Jadra komoérkowe wybarwiono DAPI.
Przedstawione obrazy pochodzg ze skanowania pojedynczej warstwy preparatu o grubosci 0,3 um. Skala
10 pm.

Nie zaobserwowano natomiast zmian w poziomie GRP78 w komoérkach SiRNA-
MVI w porownaniu do komoérek scrambled (Rycina 4.30).
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Rycina 4.30. Poziom syntezy GRP78 w komérkach SiRNA-MVI w poréwnaniu do komérek
scrambled. Western Blot po inkubacji z przeciwciatem anty-GRP78. Jako biatko referencyjne uzyto -
aktyne.

Podsumowujgc, MVI wptywa na morfologie ER, ale nie na poziom biatka
opiekunczego ER, jakim jest biatko GRP78.

4.8.2. Wplyw obnizonego poziomu MVI na lokalizacje i poziom bialka
rybosomalnego S6
Poniewaz biatko rybosomalne S6, wykryto jako potencjalny jadrowy partner

MV, postanowitam zbadac¢, czy obnizenie poziomu MV 1 wptywa na lokalizacj¢ i poziom
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biatka S6. W tym celu przeprowadzilam barwienie immunofluorescencyjne komorek
siIRNA-MVI z wykorzystaniem przeciwciata skierowanego przeciwko S6.

Analizujgc obrazy z mikroskopu konfokalnego zaobserwowatam, ze w
komorkach SIRNA-MVI barwienie przeciwko S6 bylo znacznie mniej intensywne W
porownaniu do komodrek scrambled, co moze sugerowac zaburzenia w organizacji i

funkcjonowaniu rybosoméw (Rycina 4.31).

DAPI

Rycina 4.31. Barwienie immunofluorescencyjne komérek siRNA-MVI oraz komorek scrambled. Do
barwien wykorzystano przeciwcialo anty-S6 (zielony). Jadra komoérkowe wybarwiono DAPI.
Przedstawione obrazy pochodza ze skanowania pojedynczej warstwy preparatu o grubosci 0,3 um. Skala
10 pm.

scrambled

SIRNA-MVI

natozenie

Nie zaobserwowatam natomiast zmian w poziomie S6 oraz jego formy aktywnej

(pS6) w komorkach siRNA-MVI w poréwnaniu do komorek scrambled (Rycina 4.32).
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Rycina 4.32. Poziom syntezy S6 i pS6 w komérkach siRNA-MVI w poréwnaniu do komérek
scrambled. Western Blot po inkubacji z przeciwciatami: anty-pS6 i anty-S6. Jako biatka referencyjnego
uzyto p-aktyne.
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4.9. Wplyw obnizonego poziomu MVI na poziom 45S pre-rRNA

Przedstawione dotychczas wyniki wskazuja na udziat MVI w organizacji jaderka
I ER. Postanowitam zatem zbada¢ czy obnizony poziom MVI wplywa na poziom 45S
pre-rRNA, ktory jest pierwszym i niestabilnym produktem transkrypcji rDNA. Poniewaz
45S pre-rRNA ulega szybkim przemianom do dojrzatych 5S, 18S i 28S rRNA, poziom
458 pre-rRNA jest miarg aktywnos$ci Pol I (Mayer i Grummt 2005).

Aby zobrazowa¢ potencjalne oddziatywanie MV z Pol I w komorce, wykonatam
barwienie immunofluorescencyjne z zastosowaniem przeciwciala przeciwko MVI oraz

przeciwciata przeciwko Pol | (Rycina 4.33).

B

natozenie

Rycina 4.33. Wspolwystepowanie MVI oraz Pol |, znacznika obszaru FC jaderka w komérkach
PC12. Barwienie immunofluorescencyjne komoérek z wykorzystaniem specyficznych przeciwcial: anty-
MVI (zielony) oraz anty-Pol | (czerwony). Jadra komorkowe wybarwiono DAPI (niebieski). Przedstawiony
obraz pochodzi ze skanowania pojedynczej warstwy preparatu o grubosci 0,3 um. Panel prawy - ~ 6x
powiekszenie obrazu zaznaczonego na panelu ,,natozenie”. Skala 10 um.

Analiza uzyskanych obrazow immunofluorescencyjnych wskazuje na
wspotwystepowanie obu bialek. W celu zobrazowania i zlokalizowania kompleksow

MVI1/Pol | wykorzystatam metode zblizeniowe;j ligacji in situ, PLA (Rycina 4.34).

MVI/Pol | MVI/Pol | MVI/Pol | + DAPI

Rycina 4.34. Metoda zblizeniowej ligacji in situ, PLA. Analiza sygnatu PLA wskazuje na tworzenie
komplekséw MVI/Pol | w komérkach PC12 (fluorescencyjne punkty odpowiadajg miejscu oddzialywan
obu biatek). Jadra komorkowe wybarwiono DAPI (niebieski). Obraz pochodzi ze skanowania ok. 40
warstw preparatu o grubosci 0,3 um kazda. Skala 10 um.
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Z wykorzystaniem tej metody potwierdzitam oddziatywanie MV1 z Pol | (Rycina

4.34). W kolejnym etapie przeprowadzitam barwienia immunofluorescencyjne komorek

SiIRNA-MVI oraz komorek scrambled z wykorzystaniem przeciwciata skierowanego

Pol | + DAPI —_

przeciwko Pol I (Rycina 4.35).

scrambled

SIRNA-MVI

. Pol | + DAPI - .

Rycina 4.35. Barwienie immunofluorescencyjne komérek siRNA-MVI i komoérek scrambled. Do
barwien wykorzystano przeciwciato anty-Pol | (czerwony). Jadra komorkowe wybarwiono DAPI. ObrazY
pochodzA ze skanowania ok. 40 warstw preparatu o grubosci 0,3 um kazda. Panele prawe - ~ 3x
powiekszenia obrazow zaznaczonych na srodkowych panelach. Skala 10 um.

Analizujagc obrazy z mikroskopu konfokalnego zaobserwowatam, ze w
komorkach SIRNA-MVI barwienie przeciwko Pol | byto znacznie mniej intensywne w
porownaniu do komoérek scrambled (Rycina 4.35). Nastepnie sprawdzitam, czy zmienia
si¢ poziom 45S pre-rRNA w komodrkach SIRNA-MVI w poréwnaniu do komorek
scrambled stosujac metode g-PCR (Rycina 4.36).
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45S pre-rRNA

1,5

0,5 .
0

scrambled siRNA MVI

Zmiana ekspresji
=

Rycina 4.36. Poziom ekspresji 45S pre-rRNA w komérkach siRNA-MVI okreslony metoda g-PCR.
Analiza ekspresji 45S pre-rRNA w komorkach SIRNA-MVI w poréwnaniu do komorek scrambled
dokonana za pomoca metody AACt. Wyniki normalizowano wzglgdem 18S rRNA. N=3; ns-brak istotnosci
statystycznej.

Analiza g-PCR nie wykazata istotnych zmian w poziomie ekspresji 45S pre-rRNA
w komorkach SIRNA-MVI w poréwnaniu do komorek scrambled. Moze to $wiadczy¢ o
tym, iz MVI nie odgrywa znaczacej roli w transkrypcji rDNA.

Podsumowujac, uzyskane przeze mnie wyniki wskazuja, ze MVI jest

zaangazowana w organizacj¢ jaderka i ER ale nie wptywa na poziom 45S pre-rRNA.
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5. DYSKUSJA
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5.1. Wprowadzenie

Miozyna VI jest jedng z najbardziej fascynujacych miozyn niekonwencjonalnych,
poniewaz w odroznieniu od pozostatych miozyn porusza si¢ w kierunku konca minus
filamentu aktynowego. O obecnosci MVI w jadrze wiadomo od ponad dekady, kiedy to
pokazano, ze w transkrypcyjnie aktywnych komorkach Hela, MVI oddziatluje z
kompleksem Pol II 1 wspotwystepuje z nowopowstatymi transkryptami (Vreudge i in.
2006). Pozniejsze badania prowadzone w Pracowni Molekularnych Podstaw Ruchow
Komoérkowych na komérkach neurosekrecyjnych PC12, wyprowadzonych z guza rdzenia
nadnerczy szczura potwierdzily te obserwacje (Majewski i in. 2018). Co wigcej,
wykazano, ze po stymulacji komérek PC12, dochodzi do wzrostu ilo§ci MVI w jadrze
komoérkowym 1 nasilenie jej kolokalizacji z aktywng forma Pol II (Majewski i in. 2018).
Analiza spektrometrii mas wykazata ponadto wiele nowych, potencjalnych jadrowych
ligandow MVI, ktoére moga wptywac na pehlienie przez nig nowych funkcji w jadrze
komoérkowym. Wsrdd nich znalazla si¢ nukleolina, biatko charakterystyczne dla jaderka,
bioragce udzial w biogenezie rybosomow oraz biatka rybosomalne matej 40S (S6, S4, S3)
1 duzej 60S (L7) podjednostki rybosomu, ktore poza rolg w biogenezie rybosomow petnig
funkcje w syntezie bialek. Wyniki analizy spektrometrii mas, jak tez wczesniejsze dane
mowigce o wspotwystepowaniu MV z kalretikuling — markerem ER (Majewski i in.
2010), zainspirowaty mnie do zbadania potencjalnej roli MVI w jaderku i jej wptywu na
synteze bialka.

5.2. Analiza oddzialywania MVI z S6

Biatko rybosomalne S6 to jedno z biatek zidentyfikowanych metodg spektrometrii
mas jako biatko potencjalnie oddziatujace z MVI w komorkach PC12 (Majewski i in.
2018). Wczesniejsze prace naszego zespotu wykazaly, ze biatko S6 moze by¢ rowniez
nowym potencjalnym, partnerem MVI w migsniach szkieletowych (Karolczak i in. 2013).
Biatko S6 wchodzi w sktad matej podjednostki rybosomu 40S, wigze RNA i bierze udziat
w translacji (Meyuhas 2008). Wystepuje ono tez w obszarze DFC jaderka, gdzie bierze
udzial w dojrzewaniu pre-rRNA (Ferreira-Cerca i in. 2005; Krager i in. 2007; Yi i in.
2022). Biatko S6 jest rowniez czaperonem RNA, dzieki czemu zapewnia stabilizacj¢ oraz
prawidlowe fatdowanie rRNA podczas montazu podjednostek rybosomow w obszarze

GC jaderka. Bialko S6 to pierwsze zidentyfikowane bialko rybosomalne ulegajace
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fosforylacji (Gressner i Wool 1974) i jedno z dwoch ulegajace tej modyfikacji
potranslacyjnej (Khalaileh i in. 2013). Badania nad rolg fosforylacji S6 prowadzone przez
Zhang i1in. (2016) wykazaty, ze modyfikacja ta jest niezb¢dna dla dojrzewania prekursora
18S rRNA, ale nie jest wymagana dla importu S6 do jadra i jej lokalizacji w jaderku.
Biatko S6 uczestniczy takze w jadrowym eksporcie podjednostki 40S do cytoplazmy
(Ferreira-Cerca 1 in. 2005). W komorkach Hela, obnizenie poziomu S6 powoduje
akumulacje pre-tTRNA w jaderku i spadek poziomu dojrzatego 18S rRNA bez wplywu na
formowanie dojrzatych 28S 1 5.8S rRNA (Robledo i in. 2008).

Wyniki badan przeprowadzonych w toku realizacji niniejszej rozprawy wykazaty,
ze biatko S6 oddziatuje z MVI w komorkach PC12 (Tabela 5.1) i wystgpuje razem z nim
w jadrze komorkowym, obszarze okotojadrowym oraz cytoplazmie. Obserwacje te
wskazujg na mozliwos¢ zaangazowania MVI w (1) imporcie S6 z cytoplazmy (gdzie
biatko to jest syntetyzowane) do jaderka (gdzie, tacznie z innymi biatkami oraz rRNA
wchodzi w sktad matej podjednostki rybosomu 40S) (Fromont-Racine i in. 2003; Li i
Wang 2020) oraz (2) eksporcie matej podjednostki 40S (ktorej sktadowa jest S6) z jaderka
do nukleoplazmy i przez pory jadrowe do cytoplazmy, gdzie wraz z podjednostkg 60S

tworzy dojrzaty rybosom i bierze udziat w syntezie bialek.

Tabela 5.1. Podsumowanie oddzialywan MV z badanymi biatkami.

Biatka

Biatka jaderkowe rybosomalne/ER

UBF Fibrylaryna B23  Nukleolina S6 GRP78

Mark k
arker struldury e DFC GC GC n/d n/d

jaderka
Oddziatywanie z MVI + + + + + +

Wptyw obnizonego
poziomu MVI na - - + n/b n/d n/d
lokalizacje biatek
Wptyw obnizonego
poziomu MVI na
organizacje
ER/rybosoméw

n/d n/d n/d n/d + +

n/b nie badano; n/d nie dotyczy; FC - centrum fibrylarne; DFC- sktadnik fibrylarny, GC- sktadnik
ziarnisty jaderka.
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Rowniez badania prowadzone przez Cisterna (2006) wykazaly, ze inna miozyna
jadrowa, izoforma B miozyny IC ulega precypitacji z biatkiem S6 oraz wspolnie z nim
(co pokazata technika immunogold) wystepuje na peryferium jadra i w porach jadrowych
co wskazuje na jej funkcje transportowg (Cisterna i in. 2006). Badacze Ci, wysnuli
réwniez hipoteze, ze aktywny, zalezny od izoformy B miozyny IC, ruch matej
podjednostki rybosomu 40S z jaderka do cytoplazmy, moze by¢ odpowiedzialny za
eksport ~ 10% tych podjednostek (Cisterna i in. 2006). Obecnie sugeruje si¢ tez, ze za
uwalnianie podjednostek rybosomow z jaderka do cytoplazmy odpowiada mechanizm
dyfuzji. Wystepowanie tego podwojnego mechanizmu uwalniania podjednostek
rybosomoéw gwarantuje, ze ruch czegsci podjednostek rybosomow moze by¢ modulowany
(zwigkszony lub zmniejszony) w zalezno$ci od potrzeb komorki (Udem 1 Warner 1973;
Gleizes i in. 2001) w precyzyjnym momencie cyklu komorkowego.

Interesujacym byloby zatem zbadanie, czy MVI wystepuje wraz z S6 w jaderku
oraz w poblizu poréw jadrowych, co wskazywatoby na zaangazowanie MVI w import S6
do jadra 1 w eksport podjednostki 40S do cytoplazmy. Takich danych dostarcza nam
analizy technika immunogold z zastosowaniem przeciwcial skierowanych na MVI i S6.
Kolejnym ciekawym zagadnieniem byloby zablokowanie MVI 1 sprawdzenie czy
indukuje ono akumulacje S6 w jaderku.

O tym, ze MVI w jadrze moze przemieszczaé si¢ miedzy jadrem a cytoplazma a
tym samym petni¢ funkcje transportowa, wiadomo z wczesniejszych badan
przeprowadzonych w Pracowni Molekularnych Podstaw Ruchow Komorkowych
(Majewski i in. 2018). W tancuchu cigzkim MVI zidentyfikowano siedem potencjalnych
sekwencji lokalizacji jadrowej NLS oraz jedng potencjalng sekwencje warunkujaca jej
import do jadra, NES (Majewski i in. 2018), ktore wydaja si¢ by¢ funkcjonalne.
Wykazano bowiem, ze inkubacja komorek neurosekrecyjnych PC12 z inhibitorem
importu (iwermektyng) i eksportu jadrowego (leptomycyng B) hamuje, odpowiednio,
translokacje¢ MVI do jadra 1 jej eksport z jadra (Majewski 1 in. 2018). Co wiecej, z
wykorzystaniem mikroskopii elektronowej i techniki immunogold, pokazano obecno$¢
MVI w poblizu poru jadrowego, zardéwno po stronie nukleoplazmy jak i cytoplazmy, co
rowniez wskazuje na mozliwos¢ przemieszczania si¢ tego motoru pomiedzy jadrem i
cytoplazma (w zaleznoS$ci od potrzeb komorki z wykorzystaniem mechanizmow importu

1 eksportu jadrowego) (Majewski i in. 2018).
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5.3. Analiza oddzialywania MVI z nukleoling

Potwierdzitam tez mozliwo$¢ oddzialywania MVI z nukleoling, bialtkiem
charakterystycznym dla jaderka (Tabela 5.1). Poniewaz nukleolina bierze udzial na
kazdym z etapow biogenezy rybosomow (transkrypcja rDNA, dojrzewanie i modyfikacje
rRNA, sktadnie podjednostek rybosoméw oraz ich transport do cytoplazmy (Tuteja i
Tuteja 1998; Ginisty i in. 1999; Lo i in. 2006; Mongelard i Bouvet 2007; Tonello i in.
2022), mozna sgdzi¢ o udziale MVI w tych procesach (jako, ze wyspecjalizowane funkcje
MVI sg determinowane zwigzaniem okreslonego partnera biatkowego). Poniewaz C-
koncowy region nukleoliny (GAR), ktory zawiera domeny bogate w reszty
argininy/glicyny odpowiada za jej interakcje z innymi biatkami (w tym z biatkami
rybosomalnymi, m.in. S6) (Ghisolfi i in. 1992; Bouvet i in. 1998; Abdelmohsen i in.
2011), mozna przypuszczac, ze jest on rowniez odpowiedzialny za jej oddzialywanie z
MVI. Powinowactwo nukleoliny do biatek rybosomalnych sugeruje udziat nukleoliny w
sktadaniu podjednostek rybosomow w jadrze (Bouvet i in. 1998) i prawdopodobny jej
udzial w transporcie tych podjednostek do cytoplazmy (Xue i Melese 1994). Poniewaz
MVI réwniez oddziatuje z biatkami rybosomalnymi (m.in. ze wspomnianym wyzej S6),
mozna wnioskowac, ze w kompleksie z nukleoling jest ona zaangazowana W te same, cO
nukleolina procesy.

O tym, ze MVI i nukleolina mogg wchodzi¢ w sklad tych samych kompleksow
biatkowych (i uczestniczy¢ w organizacji chromatyny) $wiadczy rowniez fakt, ze oba
biatka oddziatluja z histonami I regulujg transkrypcje¢. Ujemnie natadowana domena N-
koncowa nukleoliny odpowiada za interakcje z histonem H1 1 dekondensacje¢
chromatyny, dzigki czemu ulatwia transkrypcje rDNA (Tuteja i Tuteja 1998). Rowniez
wczesniejsze badania prowadzone w Pracowni Molekularnych Podstaw Ruchow
Komoérkowych potwierdzity oddzialywanie MVI z aktywna (acetylowang) formg histonu
H3 (histonem H3AcK9) (Majewski i in. 2018).

Aby scharakteryzowa¢ nowe oddzialywania MVI z nukleoling oraz MVI z S6
niezbedne sa jednak dalsze badania z wykorzystaniem rekombinowanych biatek. Nie
wykazano jak dotad, czy oddzialywanie MVI-nukleolina oraz MVI-S6 ma charakter
posredni czy bezposredni oraz jakie motywy w obu parach biatlek/MVI-nukleolinie oraz

MVI-S6/odpowiadajg za ich wzajemne interakcje.
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5.4. Analiza lokalizacji MVI w jaderku i identyfikacja nowych
partnerow MVI w jaderku

Badania z wykorzystaniem mikroskopii elektronowej i techniki immunogold
pokazaty, ze MVI lokalizuje si¢ glownie w obszarze DFC jaderka oraz obszarze GC
(Rycina 4.11). Lokalizacja MVI w obszarze DFC i GC jaderka jest zgodna z badaniami
prowadzonymi przez Cisterna (2006), ktére wykazaty, ze w komorkach Hela biatko
rybosomalne S6, z ktorym najprawdopodobniej oddziatuje MVI, réwniez lokalizuje si¢
w obszarze DFC 1 GC jaderka. Poza tym, wykazana przeze mnie mozliwos¢
oddziatywania MVI z nukleoling, obecnej we wszystkich obszarach jaderka, zdaje si¢
potwierdza¢ te hipoteze.

Wykazatam réwniez, ze MVI oddzialuje z UBF (znacznikiem FC), fibrylaryna
(znacznikiem DFC) oraz B23 (znacznikiem GC) (Tabela 5.1). W obszarze FC jaderka
odbywa si¢ transkrypcja rDNA, w obszarze DFC dojrzewanie i modyfikacja pre-rRNA a
w obszarze GC jaderka sktadanie podjednostek rybosoméw. Zatem oddziatywanie MVI
z biatkami charakterystycznymi dla wszystkich trzech obszaréw jaderka moze sugerowaé
jej zaangazowanie na wszystkich etapach biogenezy rybosoméow.

Jak dotad w literaturze brak byto danych na temat obecnosci MVI w jaderku.
Znane sa natomiast dwie inne miozyny obecne w tej strukturze jadra. Sg to izoforma B
miozyny IC oraz miozyna VB (Nowak i in. 1997; Lindsay i McCaffrey 2009). Izoforma
B miozyny IC wspotwystepuje z miejscami aktywnej transkrypcji zwigzanej z Pol I, a
obnizenie syntezy tej miozyny prowadzi do zahamowania transkrypcji rDNA (Nowak i
in. 1997; Philimonenko i in. 2004). Izoforma B miozyny IC oddziatuje z kompleksem Pol
I za posrednictwem czynnika inicjujgcego transkrypcje TIF1A. Uwaza sig, ze izoforma
ta oddziatujac z TIF1A uczestniczy w inicjacji transkrypcji (Philimonenko 1 in. 2004). Z
kolei miozyna VB kolokalizuje z Pol I i z nowo syntetyzowanymi rRNA (Lindsay i
Mccaffrey 2009). Wykazano ponadto bezposrednie jej oddziatywanie z kompleksem Pol
I i aktyny, co réwniez potwierdza jej udziat w transkrypcji rDNA (Lindsay i Mccaffrey
2009).

Bialka, ktore zlokalizowane s3 w jaderku zawieraja na ogdt sygnal/sekwencje
NoLS (ang. nucleolar localization sequence). Cecha charakterystyczng tych sekwencji
jest zawarto$¢ aminokwaséw zasadowych (Scott i in. 2010). W sekwencji MVI
zidentyfikowatam jedng potencjalng sekwencje NoLS, ktéra moze warunkowac jej

jaderkowa lokalizacje¢. Region ten nie wykazuje jednak homologii do innych domen, w
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tym kluczowych dla jaderkowej lokalizacji innych biatek. Co ciekawe jednak, sygnat
NoLS pokrywa si¢ z jedna z siedmiu sekwencji NLS (ang. nuclear localization sequence)
zlokalizowanych w sekwencji aminokwasowej MVI, ktoére umozliwiajg jej transport do
jadra (Majewski 1 in. 2018). Mozna zatem przypuszczaé, ze istnieje Scisly zwigzek
migdzy lokalizacja MVI w jaderku, a jej importem z cytoplazmy do jadra. Niezbedne sg
jednak dalsze badania, ktore potwierdza funkcjonalnos$¢ sygnatu NoLS obecnego w
sekwencji aminokwasowej MV1.

W przypadku miozyny VB, zidentyfikowano jeden sygnat NoLS, ktéry pokrywa
si¢ z motywem IQ wigzacym kalmoduling; wykazuje on takze homologi¢ do domeny
wigzacej RNA niezbednej dla jaderkowej lokalizacji biatka Nop25 (Fujiwara i in. 2006).

Uwaza si¢ rdwniez, ze za kierowanie biatek do jaderka oraz ich lokalizacje
jaderkowa moga odpowiada¢ posrednie lub bezposrednie oddziatywania tych biatek z
innymi biatkami jaderkowymi i/lub RNA (Li i in. 1996; Emmott i Hiscox 2009).
Poniewaz analizy bioinformatyczne nie wykazaly w sekwencji MVI obecno$ci domeny
wiazacej RNA, mozna sadzi¢, ze za lokalizacj¢ jaderkowa MVI moga odpowiadaé
rowniez inne ligandy biatkowe. Poniewaz nukleolina 1 B23 to biatka przemieszczajace
si¢ miedzy jaderkiem a nukleoplazma (ang. shuttle protein) mozna przypuszczac, ze
posrednicza one w lokalizacji jaderkowej MVI.

Nie okreslono jak dotad charakteru oddzialywan pomiedzy biatkami
jaderkowymi, bedacymi potencjalnymi partnerami MVI a samg MV oraz motywow/reszt
aminokwasowych, ktore odpowiadalyby za ich wzajemne interakcje. Wiadomo
natomiast, ze MVI oddziatuje z innymi ligandami biatkowymi za posrednictwem domeny
wigzacej cargo (CBD, ang. cargo binding domain), zlokalizowanej w pateczce MVI (Fili
1 in. 2017). Znane sg rowniez domeny, ktére odpowiadaja za oddziatywanie tych biatek
jaderkowych, z ich innymi ligandami.

UBF, czynnik transkrypcyjny niezbgdny w inicjacji transkrypcji rDNA,
oddziatuje z rDNA za posrednictwem domen HMG (Copenhaver 1 in. 1994). MVI moze
by¢ zatem rekrutowana do DNA (i RNA) poprzez to biatko a oddziatywanie MVI-UBF
mogloby sugerowac udziat MVI w transkrypcji rDNA. Kolejny potencjalny partner MV,
fibrylaryna oddziatuje z innymi biatkami m. in. z biatkiem Nop56/58, 15.5K i SnoRNA
(ang. small nucleolar ribonucleoprotein) poprzez rejon o-helisy, zlokalizowany w
domenie metylotransferazy (Mtase domain) (Wang i in. 2000). Mozna sadzi¢, ze ten
region jest rowniez odpowiedzialny za oddzialywanie fibrylaryny z MV, a interakcja obu

biatek moze sugerowac udzial MVI w dojrzewaniu rRNA. Inny potencjalny partner MVI,
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biatko B23 oddzialuje z bialkami jaderkowymi (np. nukleoling i fibrylaryna) oraz
biatkami rybosomalnymi (L5, S9 i L23) (Lindstrom i Zhang 2008; Wanzel i in. 2008) za
posrednictwem domeny zlokalizowanej na N-koncu biatka (Namboodiri 1 in. 2004).
Mozna zatem przypuszczac, ze ten region biatka B23 moze by¢ réwniez odpowiedzialny
za oddziatywanie z MVI, a ich interakcja moze sugerowaé zaangazowanie MVI w
sktadanie rybosomow.

Dane literaturowe pokazuja, ze B23 dzigki sekwencji NES, uczestniczy w
transporcie podjednostek 40S i1 60S z jadra do nukleoplazmy (Maggi i in. 2008).
Poniewaz MVI réwniez posiada sekwencje NES, mozna przypuszczaé, ze i ona bierze
udzial w tym procesie. Co wiecej, biatko B23 oddziatuje z podjednostkami
rybosomalnymi 608S, z ktorymi oddziatuja m.in. hnRNPU oraz nukleolina (Okuwaki i in.
2021), a wiec biatka bedace potencjalnymi partnerami MVI (Majewski i in. 2018). Ta
obserwacja sugeruje mozliwo$¢ wystepowania MVI w wielosktadnikowym kompleksie
z B23 oraz nukleolina.

Zatem obecno$¢ MVI w jaderku, oddzialywanie z biatkami jaderkowymi
charakterystycznymi dla r6znych jego obszaréw pozwalaja sadzi¢ o zaangazowaniu MVI

na réznych etapach biogenezy rybosomow.

5.5. Wplyw stresu jaderkowego na lokalizacje MVI

Aby sprawdzi¢, czy MVI bierze udzial w transkrypcji rDNA, komorki PC12
traktowatam inhibitorem syntezy rRNA, ActD w stezeniu 50 ng/ml hamujacym
aktywno$¢ Pol I, bez wptywu na aktywnos$¢ Pol II (Perry i Kelley 1970; Torrano 1 in.
2006). ActD indukuje rozpad jaderka, w wyniku ktorego geny rRNA oraz UBF, kluczowy
czynnik transkrypcyjny gendw rRNA przemieszczaja si¢ z obszaru FC jaderka na
peryferium jaderka tworzac typowe struktury, okreslane jako ,,nucleolar caps” (Journey
I Goldstein 1961; Jordan 1996). Wiadomo rdwniez, ze pod wplywem stresu
indukowanego ActD dochodzi do translokacji biatek obszaru GC jaderka (nukleoliny i
B23) do nukleoplazmy. Niestety, w naszych badaniach, w warunkach dziatania ActD nie
zaobserwowalam gromadzenia MVI w strukturach ,,nucleolar caps”, co moze
wskazywa¢ na brak wptywu MVI na transkrypcj¢ tDNA. Uzyskane wyniki wskazuja
réwniez na to, ze lokalizacja MVI w jaderku nie zalezy od aktywnej transkrypcji rDNA.

W przypadku miozyny VB, o ktérej wiemy, ze uczestniczy w transkrypcji rDNA

zaobserwowano, ze po traktowaniu komoérek ActD (w stezeniu hamujagcym aktywno$¢
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Pol I) dochodzi do przemieszczenia si¢ tej miozyny z jaderka na jego obrzeza oraz jej
kolokalizacj¢ w tych obszarach z biatkiem UBF i Pol I (Lindsay i McCaffrey 2009).
Badajac wpltyw ActD na struktur¢ jaderek z wykorzystaniem badan
ultrastrukturanych technikg mikroskopii elektronowej wykazatam drastyczne zmiany w
organizacji jaderka komorek traktowanych ActD; nie uwidoczniono w nim typowych

obszarow charakterystycznych dla prawidtowe;j struktury jaderka (Rycina 4.17 1 5.1).

Kontrola + ActD SiRNA-MVI

éFCDFc ke ® 22
2 GC . ]
# Cc<qg 00

Rycina 5.1. Proponowany schemat przedstawiajacy organizacje jaderka w komorkach
PC12 w warunkach stresu jaderkowego (pod wplywem dzialania ActD) i po obniZeniu
poziomu MVI. FC - centrum fibrylarne; DFC- sktadnik fibrylarny, GC- sktadnik ziarnisty
jaderka.

Widoczne byly natomiast bezpostaciowe, resztkowe jaderka, w ktorych obszar FC
wystepowat na ich peryferiach. Uzyskane przeze mnie obrazy jaderek sg zatem typowym
obrazem komorek traktowanych ActD (Hernandez-Verdun i in. 2010). Powyzsza
obserwacja stanowi zatem dowdd na to, ze stezenie ActD uzyte w doswiadczeniu,
majacym na celu zbadanie wplywu stresu jaderkowego na lokalizacj¢ MVI i jej udziat w

transkrypcji rDNA byto optymalne aby nastgpit rozpad jaderka komorek PC12.

5.6. Wplyw obnizonego poziomu MVI na ultrastrukture¢ jaderka i na
lokalizacje bialek jaderkowych

Analizujgc obrazy uzyskane z mikroskopu elektronowego wykazatam, ze
obnizenie poziomu MVI prowadzi do drastycznych zmian w ultrastrukturze jaderka
(Rycina4.2115.1). W komorkach SiRNA-MVI nie mozna byto wyr6zni¢ trzech typowych
obszarow jaderka w porownaniu do komorek kontrolnych scrambled. Zaobserwowatam
natomiast, ze struktura tych jaderek jest bardziej rozproszona; co wiecej, doszto w nich

do delokalizacji obszaréw jaderka. Uzyskany wynik moze $wiadczy¢ o udziale MVI w
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utrzymaniu wlasciwego ksztattu 1 prawidlowej struktury/organizacji jaderka
(prawidtowej lokalizacji biatek jaderkowych) a tym samym o wptywie MVI na biogeneze
rybosoméw. Warto wspomnie, ze zaburzenia zwigzane z biogeneza rybosomow,
prowadza do rybosomopatii (chordb zwigzanych z powstawaniem 1 funkcjonowaniem
rybosomow) (Kampen i in. 2020). Pomimo obecnosci innych miozyn w jaderku, nie
zobrazowano ich udzialu w utrzymaniu prawidtowej organizacji jaderka.

Kolejnym etapem badan byta analiza wplywu obnizonego poziomu MVI na
lokalizacje¢ biatek jaderkowych charakterystycznych dla poszczegdlnych obszarow
jaderka, w warunkach kontrolnych i w warunkach stresu jaderkowego indukowanego
ActD. W komorkach scrambled po traktowaniu ActD, UBF oraz fibrylaryna ulegaja
przemieszczeniu na obrzeza jaderka/poza obszar jaderka, tworzac typowe struktury
»hucleolar caps”, zas B23 przemieszcza si¢ z obszaru GC jaderka do nukleoplazmy.
Obserwowane zmiany w lokalizacji biatek jaderkowych pod wptywem ActD sg zgodne
z doniesiesiami literaturowymi (Shav-Tal i in. 2005; Boulon i in. 2010; Burger i in. 2010;
Sweet i in. 1989; Yung i in. 1986; Yung i in. 1990). Warto rowniez wspomnie¢, ze takie
zmiany w lokalizacji biatek jaderkowych pod wptywem ActD sa odpowiedzig komorki
na stres 1 wigzg si¢ z rozpadem jaderka (Yang 1 in. 2018).

W komorkach z obnizonym poziomem MVI nie zaobserwowalam zmian w
lokalizacji UBF w poréwnaniu do komorek scrambled. W obu typach komoérek UBF
wystepowat w jaderku w postaci drobnych, luzno upakowanych skupisk. Uzyskane
wyniki sugeruja, ze MVI nie wplywa na zachowanie jaderkowej lokalizacji UBF w
warunkach kontrolnych. W przypadku fibrylaryny, rowniez nie zaobserwowatam zmian
w jego lokalizacji pomiedzy komorkami scrambled a komorek z obnizonym poziomem
MVI. W obu typach komorek fibrylaryna byta widoczna w postaci skupisk, licznych i
drobnych (scrambled) lub duzych i zwartych (komoérki z obnizonym poziomem MVI).
Uzyskane wyniki wskazuja, ze MVI nie wplywa na zachowanie jaderkowej lokalizacji
fibrylaryny w warunkach kontrolnych. Natomiast, w przypadku B23, w komorkach z
obnizonym poziomem MVI zaobserwowalam zmian¢ jego lokalizacji z obszaru GC
jaderka na cate jaderko w poréwnaniu do komorek scrambled (Tabela 5.1).

Wyniki te sugeruja, ze MVI bierze udziat w utrzymaniu prawidtowej jagderkowej
lokalizacji B23, a zatem moze mie¢ wplyw na utrzymanie prawidlowej struktury jaderka.
O roli B23 w zachowaniu integralno$ci struktury jaderka $wiadcza badania prowadzone
przez Amin i in. (2008), w ktérych zaobserwowano, ze obnizenie poziomu B23 w

komorkach HelLa prowadzi do zmian w strukturze jaderek (dochodzi do fragmentacji
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jaderek). Podobne wyniki uzyskano w badaniach Olausson i in (2014), w ktoérych
obnizenie poziomu B23 w komorkach osteosarcoma i glejaka prowadzi do
znieksztalcenia jaderek.

Z kolei w komodrkach z obnizonym poziomem MVI w warunkach stresu
jaderkowego nie zaobserwowatam zmian w lokalizacji UBF w poréwnaniu do komorek
scrambled; UBF lokalizowalo si¢ na obrzezach jaderka. Powyzsze obserwacje wskazuja
na brak wptywu MVI na jaderkowg lokalizacje UBF w warunkach stresu jagderkowego.
Nie zaobserwowatam réwniez réznic w lokalizacji fibrylaryny pomiedzy komoérkami
scrambled oraz komoérek z obnizonym poziomem MVI w warunkach stresu jaderkowego.
W obu typach komoérek fibrylaryna wystgpowata w postaci jednolitych skupisk.
Obserwacje te wskazuja na brak wptywu MVI na jaderkowa lokalizacj¢ fibrylaryny w
warunkach stresu.

Natomiast w komorkach z obnizonym poziomem MVI w warunkach stresu
jaderkowego zaobserwowalam wzrost intensywnosci barwienia B23 w nukleoplazmie i
obecno$¢ tego biatka w obszarze GC jaderka w poréwnaniu do komorek scrambled
(Tabela 5.1). Na podstawie tych wynikow mozna przypuszczaé, ze MVI wptywa na
utrzymanie jaderkowej lokalizacji B23 w warunkach stresu.

Jak dotad w literaturze ukazato si¢ jedno doniesienie o wptywie biatka Cacy
BP/SIP (ang. Calcyclin Binding protein and Siah-1 Interacting protein) na prawidtowa
lokalizacje biatka B23 w warunkach stresu oksydacyjnego wywotanego H202 (Rosinska
I Filipek 2018). Wykryto rowniez, ze w warunkach stresu biatko Cacy BP/SIP odgrywa

role w zachowaniu prawidtowej organizacji jaderka (Rosinska 1 Filipek 2018).

5.7. Wplyw obnizonego poziomu MVI na organizacj¢ ER

Z uzyskanych w Pracowni Molekularnych Podstaw Ruchow Komoérkowych
wynikoéw (Majewski 1 in. 2018) wiadomo, ze w komorkach PC12, MVI lokalizuje si¢ w
poblizu ER. Dlatego postanowitam sprawdzi¢, czy i jak obnizony poziom MVI wplywa
na organizacj¢ ER. Obrazowanie przy uzyciu mikroskopu elektronowego ujawnito, ze w
komorkach z obnizonym poziomem MVI dochodzi do zaburzenia w organizacji blon ER
[(blony szorstkiego ER (rER) charakteryzowalo wystgpowanie tylko nielicznych
rybosomow)| (Rycina 4.27). Zaburzenia w organizacji ER moga wigza¢ si¢ z
zaburzeniem zachodzacych w nich procesow tj. syntezy, sktadania, modyfikacji

potranslacyjnych 1 transportu bialek oraz zmian w poziomie biatek istotnych dla
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funkcjonowania ER. Dodatkowo analiza barwien immunofluorescencyjnych z
wykorzystaniem przeciwciata przeciwko biatku opiekunczemu ER, GRP78 wykazata, ze
struktura ER w komorkach z obnizonym poziomem MVI jest bardziej pofragmentowana
i rozproszona w porownaniu do komoérek scrambled (Rycina 4.29, Tabela 5.1). Podobne
zmiany w organizacji ER w komoérkach z obnizonym poziomem MVI uzyskano
wykorzystujac barwnik ER tracker™Blue-White DPX, wigzacy sie specyficznie do bton
ER. Co wigcej, analiza obrazoéw uzyskana z wykorzystaniem mikroskopu konfokalnego
wykazata, ze w komorkach z obnizonym poziomem MVI barwienie na biatko
rybosomalne S6 jest zdecydowanie mniej intensywne niz w komorkach scrambled
(Tabela 5.1). Wynik ten moze oznacza¢ udziat MVI w syntezie biatka.

Na podstawie uzyskanych wynikow mozna zatem wnioskowac¢ o udziale MVI w
zachowaniu prawidtowej organizacji ER w komoérkach PC12 oraz o wptywie MVI na
funkcje ER, w tym m.in. na syntez¢ bialek. Do ustalenia precyzyjnej roli MVI w
organizacji ER przyczynig si¢ z pewnoscig badania nad oddziatywaniem MVI z nowymi
partnerami biatkowymi, zaangazowanymi w funkcje ER/rybosomoéw, ktére zanalizowano
metoda spektrometrii mas (Majewski 1 in. 2010).

O udziale MVI w organizacji ER §wiadczg rowniez badania przeprowadzone w
Pracowni Molekularnych Podstaw Ruchow Komorkowych przez dr Justyng Karolczak
(Karolczak i in. 2013, 2015) i dr Matgorzate Topolewska (Topolewska i in., dane
nieopublikowane). Dr Justyna Karolczak wykazata, ze w mysich mioblastach C2C12 z
obnizonym poziomem MVI dochodzi do zmian w organizacji ER; ER w tych komodrkach
wydawalo si¢ by¢ bardziej upakowane (zbite) w pordwnaniu do komoérek scrambled. Co
wigcej, dr Justyna Karolczak wykazala, Zze jednym z partnerow MVI zarowno w
migséniach szkieletowych, jak i w mioblastach jest rowniez rybosomalne biatko S6
(Karolczak i in. 2013). Z kolei dr Matgorzata Toplewska wykazata, ze do zaburzen w
organizacji ER dochodzi w mioblastach pochodzacych od myszy niesyntetyzujacych
MVI (KO); ER w tych komorkach bylo stabiej zorganizowane w porownaniu do komoérek

kontrolnych (Topolewska i in., dane nieopublikowane).

5.8.  Wplyw obnizonego poziomu MVI na poziom 45S pre-rRNA

Kluczowym procesem dla zachowania struktury i funkcji jaderka oraz rybosomow
jest aktywna transkrypcja rDNA (ktora zachodzi w obszarze FC jaderka przy udziale Pol

). Przedstawione przeze mnie wyniki wskazujg na udziat MVI w organizacji jaderka i
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rybosomow. Postanowitam zatem zbada¢ czy obnizony poziom MVI wptywa na poziom
45S pre-rRNA, ktory jest pierwszym i niestabilnym produktem transkrypcji rDNA.
Poniewaz 45S pre-rRNA ulega szybkim przemianom do dojrzatych 5S, 18S 1 28S rRNA,
poziom 45S pre-rRNA jest miarg aktywnosci Pol I (Mayer i Grummt 2005). Nie
zaobserwowalam jednak zmian w poziomie 45S pre-rRNA w komorkach z obnizonym
poziomem MVI w poréwnaniu z komérkami scrambled (Rycina 4.36), co oznacza brak

znaczgcego wptywu MVI na transkrypcje rDNA.

5.9.  Uwagi koncowe

Uzyskane przeze mnie wyniki pokazuja, ze MVI znajduje si¢ w jaderku komorek
PC12 i wiaze si¢ z biatkami jaderkowymi charakterystycznymi dla trzech jego obszarow:
UBF, fibrylaryng oraz B23 i nukleoling. Oddzialywanie MVI z B23 wplywa na
zachowanie jaderkowej lokalizacji B23 w warunkach kontrolnych i w warunkach stresu
jaderkowego, indukowanego ActD, co moze wskazywac¢ na udziat MVI w zachowaniu
prawidtowej organizacji jaderka. Poza tym, uzyskane przeze mnie wyniki wskazuja, ze
MVI bierze udzial w zachowaniu prawidtowej organizacji ER. Utrzymanie prawidtowe;j
organizacji jaderka jest istotne, gdyz wykazano, ze zaburzenia powigzane z biogeneza
rybosoméw prowadza do wielu powaznych chordb, zwigzanych z tworzeniem 1

funkcjonowaniem rybosomow.
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Przedstawione w rozprawie wyniki dotyczyly poznania roli MVI w jaderku komorek

PC12. Analiza uzyskanych wynikow wykazata, ze:

e MVI oddziatuje z biatkiem jaderkowym — nukleoling i biatkiem strukturalnym
matej podjednostki rybosomu - S6.

e MVl lokalizuje si¢ gtdwnie w obszarze DFC jaderka, zwigzanym z dojrzewaniem
pre-rRNA oraz otaczajagcym go obszarze GC, w ktérym ma miejsce sktadanie
podjednostek rybosomow.

e MVI oddzialuje z biatkami charakterystycznymi dla poszczegdlnych obszaréw
jaderka: UBF (znacznikiem FC), fibrylaryng (znacznikiem DFC) oraz B23
(znacznikiem GC).

e W warunkach stresu jaderkowego wywotanego ActD dochodzi do dezintegracji
jaderka.

e Obnizenie poziomu syntezy MVI prowadzi do drastycznych zmian w
ultrastrukturze jaderka/dezintegracji jaderka.

e Obnizenie poziomu syntezy MVI prowadzi do zmiany lokalizacji B23 w
warunkach kontrolnych i w warunkach stresu jaderkowego wywotanego ActD.

e Obnizenie poziomu syntezy MVI prowadzi do zaburzen w organizacji siateczki

srodplazmatycznej, ale nie wptywa na poziom 45S pre-rRNA.

Uzyskane wyniki wskazuja, ze MVI pelni istotng role w zachowaniu prawidtowe;j

organizacji jaderka oraz prawidlowej organizacji siateczki srodplazmatyczne;.
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