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I. WSTEP

Jeszcze do niedawna powszechnie sgdzono, ze czasteczki RNA peinig w komorce
jedynie drugoplanowe funkcje: przekaznika informacji genetycznej (mRNA), adaptora w
procesie translacji (tRNA) czy szkieletu spajajgcego biatka (rybosom, spliceosom).
Schemat, za pomocg ktérego probowano opisa¢ podstawowe procesy zachodzace we
wszystkich organizmach zywych, koncentrowat sie przede wszystkim na DNA, jako
nosniku informacji genetycznej oraz biatkach stanowigcych produkty koncowe ekspresji
gendéw. To wiasnie biatkom przypisywano wszystkie funkcje budulcowe, Kkatalityczne i
regulatorowe. Do rewizji tychze pogladéw zmusity nas dokonane w ostatnich latach
odkrycia: zjawiska interferencji RNA (RNAIi) oraz szeregu nowych klas tzw.
regulatorowych RNA. Nie kodujg one biatek, a mimo to petnig w komorce wiele istotnych
funkcji. Okazato sie, ze zarobwno u zwierzat, jak i roslin, rejony kodujace biatka stanowig
zwykle tylko niewielkg czes¢ genomu, siegajaca czesto zaledwie Kilku procent. tatwo tez
dato sie zauwazyC, ze im bardziej ztozony organizm, tym mniejsza cze$¢ jego genomu
koduje biatka. W Swietle najnowszych badar transkryptom komoérkowy jawi sie jako

niezwykle bogaty zbior czasteczek o rozmaitej wielkosci, strukturze, stabilnosci i funkcji.

I.1. Klasyfikacja RNA

Wedtug ogolnie przyjetych kryteriow transkryptom komérkowy mozna podzieli¢
na: RNA kodujgce biatka i RNA niekodujace biatek (Rys. 1.1).

Bardziej homogenng, a przez to tatwiejszg do zdefiniowania grupe stanowig
czasteczki kodujace biatka, czyli RNA informacyjne (mMRNA). Grupe znacznie szerszg i
bardziej zr6znicowang pod wzgledem funkcjonalnym tworza natomiast RNA, ktére nie
stanowig matrycy do syntezy biatek (ncRNA,; ang. noncoding RNA). Im tez w duzej mierze

poswiecona zostata dalsza czes¢ pracy.
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TRANSKRYPTOM
RNA kodujace bialka RNA niekodujace bialek
(4-5%) (95-96%)

A konstytutywn RNA regulatorow
mRNA
{RNA, rRNA, tmRNA

Male regulatorowe RINA Duze regulatorowe RNA
np. Xist RNA, HI9 RNA

gRNAiinne miRNA
snRNA, snoRNA, RNA RNazy P siRNA
tasiRNA
nat-siRNA
piRNA
rasiRNA

RNA telomerazy

Rysunek 1.1. Ogdlna klasyfikacja komdérkowych RNA.

1.1.1. Kodujace RNA

Kodujgce RNA obejmuja tylko jedna klase czasteczek tj. mRNA, ktore stuzg jako
matryca do syntezy biatek. mRNA rzadko stanowig wiecej niz 4-5% catkowitego RNA
komorkowego. U eukariontéw syntetyzowane sg jako transkrypty pierwotne, a nastepnie
ulegaja obrdbce posttranskrypcyjnej, podczas ktorej dodawana jest czapeczka na koncu 5’,
ogon poli-A na koncu 3’ oraz wycinane sg introny. Dojrzata czasteczka mRNA posiada
zatem zmodyfikowane korice, a poza centralnie usytuowang sekwencja kodujaca zawiera
rowniez rejony nie ulegajace translacji (3’- i 5’-UTR; ang. untranslated region).

Kodujgce RNA stanowig frakcje transkryptomu, ktorej kompozycja ulega ciggtym
modyfikacjg m. in. poprzez zmiane wzoru transkrypcji. Dodatkowo czasteczki mRNA sg
bardzo niestabilne. Zwykle czas ich pottrwania wynosi zaledwie kilka minut lub godzin
(Brown, 2009). Trwato$¢ i dostepno$¢ wielu z nich kontrolowana jest miedzy innymi za

pomocg matych niekodujgcych RNA, np. miRNA.
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1.1.2. Niekodujgce RNA

Pomimo, iz czasteczki kwasu rybonukleinowego, ktore nie stanowig matrycy do
biosyntezy biatka, zwykto sie nazywac¢ niekodujacymi, nie oznacza to, iz nie niosg one
zadnej informacji. Szacuje sie, ze okoto 98% RNA syntetyzowanego w ludzkich
komdrkach, stanowig sekwencje niekodujgce: introny gendw, sekwencje nie podlegajace
translacji (3° i 5° UTR), rRNA, tRNA, snRNA i snoRNA oraz inne (Mattick, 2001).
Ostatnie badania sugerujg rowniez, ze duza cze$¢ sekwencji genomowych organizmow
wyzszych przepisywana jest na ncRNA, ktore poddawane sg enzymatycznej obrobce,
prowadzacej do powstania regulatorowych lub katalitycznych RNA. Znaleziono wiele
przyktaddéw wskazujacych, ze rola czagsteczek RNA, ktére nie koduja biatek nie ogranicza
sie wykacznie do udziatu w procesie biosyntezy biatka. Co wiecej, okazato sie, ze moga
one uczestniczy¢ w regulacji praktycznie wszystkich etapdw ekspresji informacji
genetycznej.

Niekodujagce RNA podzieli¢ mozna na dwie podstawowe podgrupy: konstytutywne
RNA (ang. housekeeping RNA) oraz RNA o funkcjach regulatorowych zaliczane do
ryboregulatoréw (Szymanski, Barciszewski, 2006).

1.1.2.1. Konstytutywne RNA

Konstytutywne RNA sg niezbedne dla funkcjonowania komorki, a ich geny ulegaja
zazwyczaj statej ekspresji. W sktad tej grupy wchodzg RNA zaangazowane w nastepujgce
procesy: (i) translacji - transferowe RNA (tRNA) i rybosomalne (rRNA), (ii) dojrzewania i
modyfikacji pierwotnych transkryptow - mate jadrowe RNA (snRNA), mate jgderkowe
RNA (snoRNA), RNA RNazy P, RNA redagujace (QRNA), (iii) replikacji DNA - matryce
do syntezy telomerow (RNA telomerazy) oraz (iv) kontroli jakoSci translacji —
transferowo-informacyjne RNA (tmRNA). Ze wzgledu na kluczowg role w metabolizmie
komadrkowym, konstytutywne RNA, przede wszystkim rRNA i tRNA, sg ewolucyjnie
bardzo konserwatywne i obecne u wszystkich organizméw. U eukariontow ich
transkrypcja zachodzi przy udziale polimerazy RNA 1 i Il (Szymanski, Barciszewski,
2006; Brown, 2009).

Konstytutywne RNA uczestniczace w procesach biosyntezy biatka (tRNA i rRNA)
stanowig dominujacg czesSC transkryptomu. Przyjeto uwazaC, iz 80% catkowitego
komorkowego RNA stanowig rRNA, natomiast 12-15% przypada na tRNA. Obie te klasy

czasteczek wyrdzniajg sie duza liczbg zmodyfikowanych nukleotydow. Modyfikacje te
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polegajg zazwyczaj na dotaczeniu réznych grup funkcyjnych i dokonywane sg w procesie
obrdbki posttranskrypcyjnej. Ze wzgledu, iz sg to powszechnie znane klasy RNA, w
dalszej czesci przedstawiona zostanie jedynie krdtka charakterystyka kazdej z nich.

Czasteczki rRNA sg skbadnikami rybosomoéw - rybonukleoproteinowych
kompleksow, w obrebie ktorych odbywa sie biosynteza biatka. Obecnie przewaza poglad,
ze za katalityczng aktywnos$¢ rybosomu odpowiedzialny jest gtdwnie zawarty w nim
rRNA, natomiast biatka rybosomalne funkcjonujg jako kofaktory zwiekszajace wydajnosé
translacji. W komdrce wystepuje kilka typow rRNA, trzy u prokariontdw i cztery u
eukariontow. U bakterii mata podjednostka rybosomu zawiera 16S rRNA, a duza 5S i 23S
rRNA. Natomiast u eukariontow mata podjednostka rybosomu zawiera 18S rRNA, a duza
5S, 5.8S i 28S rRNA. Wyjatkiem sg rybosomy chloroplastowe i mitochondrialne, ktére
przypominajg rybosomy bakteryjne. Czasteczki rRNA w rybosomach przybierajg ztozone
struktury drugorzedowe, tworzac konserwatywne obszary wyspecjalizowane w
interakcjach z mRNA, aminoacylo-tRNA i czynnikami biatkowymi biorgcymi udziat w
translacji (Brown, 2009).

Transportujagce RNA, to male czasteczki (~74-95 nt), ktore dostarczajg do
rybosoméw aminokwasy w kolejnosci zdeterminowanej poprzez sekwencje nukleotydowa
mMRNA. Wewnatrzczasteczkowe oddziatywania pomiedzy nukleotydami pozwalajg im
przybiera¢ specyficzng strukture drugorzedowa, przypominajaca ksztattem lis¢ koniczyny.
Skfada sie ona z nastepujacych elementéw: ramienia akceptorowego, powstatego z 3’ i 5’
koncowej czeSci czasteczki; ramienia i petli D; ramienia antykodonowego z petlg
antykodonu oraz ramienia i petli TWC. Ramie akceptorowe stanowi miejsce
enzymatycznego przylaczania aminokwasdéw. W proces ten zaangazowane Sg Swoiste
syntetazy aminoacylo-tRNA. Bakterie zawierajg okoto 35-40, a organizmy eukariotyczne
do 50 réznych tRNA (Brown, 2009). Warto wspomniec, iz kilka roznych czagsteczek tRNA
moze byC specyficznych wobec tego samego aminokwasu (tRNA izoakceptorowe), co jest
uwarunkowane degenerajg kodu genetycznego. Natomiast wykorzystanie tRNA
izoakceptorowych podczas translacji zalezy od czestoSci wystepowania synonimicznych
kodonéw w genach kodujacych biatka.

W genomie rosliny modelowej, jakg jest Arabidopsis thaliana, wystepuje od
jednego do kilkudziesieciu gendéw kodujgcych tRNA o tym samym antykodonie.
Poszczegolne reszty aminokwasowe kodowane sg za pomocg jednego, dwdch lub kilku
kodondéw synonimicznych (maksymalnie szesciu) (Genomic tRNA Database;

Lowe&Eddy). Liczbe genow kodujacych cytoplazmatyczne tRNA izoakceptorowe oraz
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dane dotyczace czestosci wykorzystania kodondw synonimicznych u Arabidopsis thaliana

zamieszczono w rozdziale Wyniki w Tabelach V.4 i V.5.

1.1.2.2. Regulatorowe RNA

Niekodujgce RNA petnigce funkcje regulatorowe stanowig niezwykle interesujaca
frakcje transkryptomu komorki. Czasteczki te zidentyfikowano zaréwno u prokariontow,
jak i eukariontéw. Wiekszo$¢ eukariotycznych ryboregulatoréw pojawia sie¢ w komorkach
w odpowiedzi na zmienne warunki $Srodowiska lub sygnaty indukujgce procesy
rozwojowe. Czesto sg to transkrypty komadrkowo- lub tkankowo-specyficzne. Znaczna ich
czes¢ transkrybowana jest przez polimeraze RNA 11, posiada czapeczke, tzw. kap na korcu
5” oraz sekwencje poliA na koncu 3’, a ich pierwotne transkrypty moga ulegac splicingowi
(Szymanski, Barciszewski, 2006). Wszystkie wymienione wiasciwosci, za wyjatkiem
braku otwartych ramek odczytu (badz w niektorych przypadkach, znikomej zdolnosci do
kodowana biatek), czesciowo upodabniajg regulatorowe RNA do mRNA. Nalezy réwniez
dodac, iz sg to czasteczki mniej zachowawcze od konstytutywnych RNA, a ich funkcja, w
wielu przypadkach, nie jest znana. Wiadomo jednak z catg pewnoscia, iz ryboregulatory
odpowiadajg za transkrypcyjng i posttranskrypcyjng regulacje ekspresji genow, np.
poprzez udziat w epigenetycznej modyfikacji chromatyny, wpltyw na stabilnos¢ i
lokalizacje mRNA, czy modulacje aktywnosci biatek.

Badania dotyczgce regulatorowych RNA nabraty w ostatnich latach znacznego
tempa, prowadzac do odkrycia wielu nowych Kklas ryboregulatorow. Zasadniczo, jako
jedno z kryteriéw klasyfikacji tych czasteczek mozne postuzyé¢ ich wielko$é¢, ktéra waha
sie od okoto 20 do 100 000 nt. Podzielono je zatem na duze i mate regulatorowe RNA
(Rymarquis, 2008).

1.1.2.2.1. Duze regulatorowe RNA

Zarbwno u zwierzat, jak i u roslin wystepuje grupa tzw. duzych regulatorowych
RNA (IncRNA, ang. long noncoding RNA; lub mIncRNA, ang. mRNA-like noncoding
RNA) o dtugosci powyzej 40nt. Przedstawiciele mIncRNA charakteryzujg sie niekiedy
znacznym podobienstwem do mRNA - koduja peptydy, a w petni funkcjonalne czasteczki
powstajg z prekursorow w wieloetapowym procesie dojrzewania. Jak dotad nieznane sg
roSlinne mIncRNA o duzych ramkach odczytu (Rymarquis, 2008). Zwierzecy mIncRNA
Xist posiada dwie otwarte ramki odczytu (ORF ang. open reading frame). Kazda z nich

umozliwia synteze peptydu o wielkosci ~400 reszt aminokwasowych (Wutz, 2007).
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Wiele mIncRNA bierze udziat w epigenetycznej regulacji ekspresji genow. Jedna z
takich czasteczek jest H19 zaangazowany w tzw. imprinting genomowy (naznaczanie
pietnem rodzicielskim) oraz Xist biorgcy udziat w inaktywacji jednego z chromosoméw X
u ssakow pici zenskiej (Ponting, 2009). H19 miIncRNA ulega ekspresji z genu
znajdujacego sie na chromosomie odziedziczonym po matce, podlega splicingowi oraz
poliadenylacji, a nastepnie jest transportowany do cytoplazmy (Bartolomei, 1991).
Niestety funkcja, jakg petni w cytoplazmie, pozostaje nadal niewyjasniona, cho¢ wydaje
sie, ze moze on uczestniczy¢ w regulacji wzrostu. Poza tym, niedawno dowiedziono, ze
mIncRNA H19 jest zrodtem miR675 (Cai i Cullen, 2007). Natomiast Xist RNA, kluczowy
dla inaktywacji chromosomu X, jest deponowany w jadrze komdérkowym, gdzie
oddziatujgc z chromatyng jednego z chromosomow X, tworzy tzw. kompartmenty lub
domeny RNA. Poszczegolne geny, ktore podczas inaktywacji sg konsekwentnie wigczane
do domeny RNA Xist, tracg charakterystyczne dla euchromatyny modyfikacje histonow,
jak acetylacje, zyskujac modyfikacje wiasciwe dla sekwencji nieczynnych transkrypcyjnie
(Chaumeil, 2006). Dodatkowym elementem procesu inaktywacji jest metylacja wysp CpG
promotorow wielu gendw, a takze inkorporacja swoistego wariantu makrohistonu H2A
(Wutz i Gribnau, 2007). Nieaktywny chromosom X lokalizowany jest nastepnie w poblizu
jaderka, w postaci tzw. chromatyny piciowej zwanej tez ciatkiem Barra. Stan taki jest
dziedziczony w trakcie podziatbw mitotycznych (Wutz i Gribnau, 2007) i ma na celu
wyrownanie poziomu akumulacji produktéw gendéw potozonych na chromosomach X w
komorkach somatycznych osobnikow zenskich i meskich.

Bardzo czesto geny dla mIncRNA znajdujg sie w bliskim sasiedztwie loci
kodujacych biatka, co moze prowadzi¢ do wspolnej regulacji inicjacji transkrypcji, np.
poprzez zmiang struktury chromatyny (Ponting, 2009; Gribnau, 2000). Udowodniono, ze
postep transkrypcji zapoczatkowanej z promotora pierwszego z genow moze wptywac
hamujgco lub stymulujgco na tworzenie inicjatorowego kompleksu transkrypcyjnego w
obrebie sekwencji promotora drugiego genu. Przyktadem regulacji negatywnej moze by¢
represja transkrypcji drozdzowego genu ser3 (ang. serine 3 biosynthesis gene), w sytuacji
gdy gen mIncRNA znajdujacy sie powyzej jego loci jest transkrybowany (Martens, 2004).
Dzieje sie tak poniewaz koniec 3’ niekodujacego RNA zachodzi na element regulatorowy
promotora genu ser3. W efekcie czego dochodzi do kolizji elementdbw maszynerii
transkrypcyjnej (Martens, 2004). Transkrypcja mIncRNA moze réwniez utatwia¢ dostep
polimerazy RNA do sasiedniego rejonu promotorowego (Hirota, 2008). Niedobor glukozy

u drozdzy prowadzi do aktywacji ekspresji genu fbpl (ang. fructose-1,6-bisphosphatase 1),
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a takze Kkilku mIncRNA, ktérych geny umieszczone sg powyzej. Transkrypcja
niekodujgcych RNA i przesuwanie sie elementdw maszynerii transkrypcyjnej przez rejon
promotorowy genu fbpl prowadzi do zmian w strukturze chromatyny umozliwiajgcych
ztozenie transkrypcyjnego kompleksu inicjatorowego (Hirota, 2008).

mIncRNA moga réwniez petni¢ funkcje regulatorowa poprzez kontrole
subkomdrkowej lokalizacji czynnikow transkrypcyjnych. Jednym z nich jest mIncRNA
NRON (ang. ncRNA repressor of the nuclear factor of activated T ) wptywajacy na
lokalizacje czynnika transkrypcyjnego NFAT (ang. nuclear factor of activated T cells)
prawdopodobnie poprzez oddziatywanie z biatkami transportu jadrowego (Willingham,
2005). Z kolei mIncRNA 7SK wptywa negatywnie na elongacje transkrypcji z udziatem
polimerazy 1l RNA, poprzez redukcje aktywnosci kinazowej czynnika elongacji
transkrypcji P-TEFb (ang. Positive Transcription Elongation Factor b) (Nguyen, 2001). W
oddziatywania te zaangazowane jest takze biatko HEXIM1 (ang. Hexamethylene bis-
acetamide inducible 1). Co ciekawe, charakterystyczna struktura drugorzedowa typu spinki
do wiosdw, jaka przyjmuje 7SK RNA, jest zachowawcza ewolucyjnie w przypadku takich
organizmow jak ssaki, mieczaki, czy pierScienice (Gruber, 2008). Jako inhibitor Pol Il
moze funkcjonowac réwniez mysi mIncRNA B2, pochodzacy z elementow rozproszonych
sekwencji powtorzonych SINE (ang. short interspersed nucler elements). Ekspresja tego
RNA wzrasta znaczagco w momencie zaistnienia warunkdw stresu, np. szoku cieplnego, co

wywiera negatywny efekt na transkrypcje genow aktyny czy heksokinazy 11 (Allen, 2004).

Przyktady duzych regulatorowych RNA u roslin. Chociaz ro$linne mIncRNA sg
znacznie mniej poznane niz zwierzece, analizy bioinformatyczne umozliwity identyfikacje
40 potencjalnych mIncRNA u Arabidopsis thaliana (Rymarquis, 2008) oraz 503
niescharakteryzowanych wczesniej mIncRNA u Medicago truncatula (Wen, 2007).
Funkcja wielu z nich pozostaje niewyjasniona, wiadomo jednak, iz ekspresja niektorych
zachodzi w sposéb tkankowo specyficzny, jest uzalezniona od poziomu fitohormondw,
makroelementdw lub rytmu dobowego (Hirsch, 2007; Maclntosch, 2001).

Jednym z przyktadéw duzych regulatorowych RNA u roslin jest produkt genu
TPDI1/Mt4 (ang. Phosphate Starvation-Induced Genesl in Tomato/Medicago truncatula
4). TPDI1/Mt4 to dobrze scharakteryzowana rodzina gendw ulegajacych ekspresji podczas
niedoboru fosforu u rzodkiewnika, ryzu, pomidora i lucerny (Rymarquis, 2008; Shin,
2006; Burleigh i Harrison, 1999). Fitohormony, takie jak cytokininy i kwas abscysynowy,
wptywajg negatywnie na ekspresje genu TPDI1/Mt4 (Shin, 2006). Innym kluczowym
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elementem odpowiedzi na niedobor fosforu jest miRNA o nazwie miR399 (Bari, 2006).
Dziata ono w sposob analogiczny do innych miRNA, nakierowujac kompleks efektorowy
RISC do komplementarnej sekwencji w mRNA PHO2 (ang. phosphate overaccumulator
2). Poprzez ciecie i degradacje mRNA PHO2, miR399 uczestniczy w obnizaniu ekspresji
czynnika E2, zaangazowanego w przekaz sygnatu o niedoborze fosforu (Bari, 2006).
Okazato sie, iz mIncRNA z rodziny TPDI1/Mt4 posiadajg zachowawczg sekwencje o
dtugosci 24nt, ktora wykazuje znaczng komplementarno$¢ do miR399. Wysunieto wiec
przypuszczenie, ze transkrypty TPDI1/Mt4 mogg konkurowa¢ z mRNA PHO2 o wigzanie
miRNA (Franco-Zorrilla, 2007). Jednakze lokalna struktura dwuniciowa tworzona przez
miR399 i konserwatywny rejon mIncRNA TPDI1/Mt4 posiada wybrzuszenia w miejscu
kluczowym dla ciecia transkryptu - pomiedzy 10 a 11 nukleotydem liczac od konca 5’
miRNA. Taka sytuacja uniemozliwia przeciecie mIncRNA TPDI1/Mt4 a tym samym
obniza poziom wolnego miR399 i ogranicza jego negatywny wptyw na ekspresje czynnika
E2. Hipoteza zaktadajaca, iz transkrypty TPDI1/Mt4 moga funkcjonowac jako swoiste
antagomiRy znajduje potwierdzenie w danych eksperymentalnych. Wykazano bowiem, ze
nadekspresja mIncRNA IPS1 (ang. Induced by Phosphate Starvation 1), homologa
TPDI1/Mt4 u Arabidopsis thaliana, znacznie podnosi poziom mRNA PHO2 (Franco-
Zorilla, 2007).

Duze regulatorowe RNA moga by¢ rowniez zaangazowane w procesy nodulacji.
Rodzina gendéw Enod40 (ang. Early nodulin 40) wzbudzita zainteresowanie naukowcow
m. in. ze wzgledu na podwdjng role jaka petni¢ moga ich transkrypty. Z jednej strony
stanowig one matryce do syntezy krotkich peptyddw, z drugiej funkcjonujg jako
mIncRNA. Geny Enod40 zawierajg krotkg otwartg ramke odczytu kodujaca peptyd o
dtugosci od 10 do 25 reszt aminokwasowych oraz sekwencje sze$ciu odwrdconych
powtdrzen (IR; ang. Inverted Repeats) (Girard, 2003). Ulegajg one ekspresji w catej
roslinie, a w szczegolnosci w roznicujacych sie komorkach brodawek korzeniowych na
etapie primordium (Yang, 1993; Crespi, 1994) oraz w systemie waskularnym, gdzie
poziom ich ekspresji skorelowany jest z pojawieniem sie korzeni bocznych oraz
zawigzkdw lisci (Varkonyi-Gasic, 2002). Wykazano, iz mIncRNA Enod40 wigze sie do
ulegajacego konstytutywnej ekspresji biatka RBP1 (ang. RNA-binding protein-1)
(Campalans, 2004). Rola tego biatka nie jest znana, chociaz wydaje sig, iz moze ono byc
zaangazowane W przekaz sygnatu zalezny od etylenu (Ponting, 2009). Pod nieobecnos¢
mIncRNA, biatko MtRBP1 wystepuje na terenie jadra komorkowego, natomiast po
zwigzaniu transkryptu Enod40 pojawiajg sie w ziarnistosciach cytoplazmy (Campalans,
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2004). Taka zmiana lokalizacji moze sugerowac, ze mIncRNA Enod40 petni funkcje
przetacznika molekularnego.

Jak dotad znane sg trzy mIncRNA, ktorych ekspresja u roélin zalezy od pici. Sa to:
CSM10, Zm401 (ang. Zea mays 401) oraz CCLS96.1 spotykane odpowiednio u ogdrka
(Cucumis sativus), kukurydzy (Zea mays) i lepnicy (Silene latifolia) (Cho, 2005; Dai,
2007; Sugiyama, 2003). Transkrypt CSM1O nalezy do rodziny mIncRNA o nazwie
CSMIO-GUTI5 (Cho, 20005), charakteryzujgcej sie obecnoscig zachowawczej sekwencji
o dtugosci ~180nt. W obrebie tej sekwencji wystepujg dwie lub kilka struktur typu spinka
do wioséw. Gen CSMIO-GUTI5 ulega silnej ekspresji w wierzchotkach wzrostu oraz w
siewkach ogorka hodowanych w warunkach krotkiego dnia w stadium jednego i czterech
lisci (Teramoto; 1996). Specyficzna synteza mIncRNA CSM10 wydaje sie by¢ powigzania
z ksztattowaniem sie organdw generatywnych, poniewaz warunki krétkiego dnia indukuja
rozwoj kwiatdw meskich, natomiast warunki dnia dtugiego stymulujg zawigzywanie sie
kwiatow zenskich (Ponting, 2009). Gen kodujagcy Zm401, ulega ekspresji w trakcie
rozwoju pytku u kukurydzy (Dai, 2004). Homologi mIncRNA Zm401 znaleziono réwniez
u ryzu, zboza i u wiosnicy ber ( Dai, 2007). Nadekspresja tego RNA u kukurydzy prowadzi
do redukcji przezywalnosci i liczebnosci pytku, poprzez asynchronizacje jego rozwoju i
opdznienie rozkfadu tapetum, tkanki odzywczej woreczka pytkowego (Dai, 2007).
Natomiast wyciszenie homologa Zm401 u wiosnicy redukuje przezywalno$¢ pytku
prowadzac do przedwczesnego rozkiadu tapetum i Srodkowej powitoki woreczka
zalgzkowego. Obserwacje te dostarczajg wielu dowodow, na udziat mIncRNA z rodziny
Zm401 w rozwoju pytku oraz deponowaniu i uwalnianiu sktadnikoéw odzywczych tapetum,
jednak poznanie mechanizmu molekularnego tych proceséw wymaga dodatkowych analiz
(Ponting, 2009). Gen mIncRNA CCLS96.1, izolowany z pylnikéw lepnicy nalezy do
rodziny, ktora koduje dziesie¢ roznych transkryptéw o niepoznanej funkcji (Sugiyama,
2003). Najdtuzszy z nich posiada otwartg ramke odczytu, ktora mogtaby stanowi¢ matryce
do syntezy peptydu o wielko$ci 99 reszt aminokwasowych. Gen CCLS96.1 ulega ekspresji
w lisciach i kwiatach, jednak jego akumulacja jest trzykrotnie wieksza w przypadku
kwiatdéw meskich oraz oSmiokrotnie wyzsza w lisciach osobnikéw zenskich (Sugiyama,
2003).

1.1.2.2.2. Mate regulatorowe RNA

W ostatnich latach szczegélnym zainteresowaniem naukowcOw cieszg sie mate

niekodujgce RNA. Pomimo, ze dtugos¢ tych czasteczek najczesciej nie przekracza 30
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nukleotydow (Carthew, 2009), odgrywajg one niezwykle istotng role w regulacji
rozmaitych proceséw komorkowych u zwierzat, roslin, grzybow czy pierwotniakow
(Ramachandran i Chen, 2008b). Uczestniczg one w transkrybcyjnym i potranskrybcyjnym
wyciszaniu genéw i w ten sposob kontrolujg rozwoj i wzrost organizmu oraz odpowiedZ na
stresy Srodowiskowe (Phillips, 2007), utrzymuja prawidtowg strukture chromatyny (Zheng,
2007), zapewniajg obrone przeciwwirusowg (Mlotshwa, 2009) i przeciwbakteryjng
(Katiyar-Agarwal, 2007). Wiekszo$¢ z nich ulega czasowo-specyficznej ekspresji.
Zazwyczaj sg syntetyzowane swoiscie w danej tkance lub organie, niektore, jak np.
miRNA, wykazujg zachowawczo$¢ ewolucyjng u organizméw znacznie oddalonych
filogenetycznie (Bartel, 2004; Zhang, 2006). Mate niekodujace RNA moga powstawac ze
swoistych prekursoréw zakodowanych w genomie, ich Zrédiem moze tez by¢ obcy
materiat genetyczny (np. wirusowy lub eksperymentalnie wprowadzony RNA). Jeszcze
inne powstajg z dtugich dwuniciowych RNA powstatych w wyniku transkrypcji sekwencji
powtdrzonych czy pseudogendéw lub w rezultacie hybrydyzacji transkryptow
antysensowych (Rys. 1.2).

Zgodnie z dotychczasowg wiedzg na temat pochodzenia i sposobu dziatania
krétkich regulatorowych RNA dokonano ich podziatu na nastepujace klasy: miRNA (ang.
microRNA), siRNA (ang. small interfering RNA), nat-siRNA (ang. natural-antisens small
interfering RNA), tasiRNA (ang. trans-acting small interfering RNA), rasiRNA (ang.
repeat-associated small interfering RNA) oraz piwiRNA (ang. Piwi-interacting RNA).

Ogolny schemat biogenezy krotkich regulatorowych RNA jest podobny dla
wiekszosci tego typu czasteczek i polega na trawieniu dwuniciowych prekursorow przez
specyficzne rybonukleazy. Zwykle prowadzi ono do powstania 21-28-nukleotydowych
duplekséw. Posiadajg one dwa niesparowane nukleotydy na koncu 3’ i reszte fosforanowa
na koncu 5’. W kolejnym etapie krotkie dupleksy RNA wigczane sg do kompleksow
biatkowych. Jedna z nici jest nastepnie usuwana i degradowana a druga funkcjonuje jako
sonda umozliwiajgca selektywne rozpoznanie docelowej czasteczki DNA lub RNA (Rys.
1.2).
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Dupleksy sens/antysens Transgeniczne transkrypty

Centromery 1 telomery Wirusowe RNA Dupleksy gen/pseudogen
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w genomie prekursory wprowadzone dupleksy RNA

/

Dlugie dupleksy RNA
DICER

|

RISC
Regulacja ekspresji genow l Amplifikacja z
- ' udzialem RdRP

RISC

Rysunek 1.2. Zrodta matych regulatorowych RNA.

Jednym z biatek zaangazowanych w biogeneze matych regulatorowych RNA jest
nalezagca do klasy Il rybonukleaza Dicer (Jinek i Douda, 2009). Dicer jest biatkiem
monomerycznym i posiada: dwie tandemowo utozone domeny o aktywnosSci RNazy,
domene dsRDB (ang. Double-stranded RNA-binding domain) zlokalizowang na koncu
karboksylowym i wigzacg dupleksy RNA, N-koncowg domene DEXD/H-box, niewielka
domene DUF283 (ang. Domain of unknown function 283) o niepoznanej funkcji oraz
domene PAZ (ang. Piwi Argonaute Zwille domain) odpowiedzialng za wigzanie
niesparowanych nukleotydow konca 3° dsRNA (Jinek i Douda, 2009). Przestrzenna
organizacja poszczegélnych motywow w biatku Dicer, powoduje, iz przypomina ono
swym ksztattem mitot, badz siekiere, z domenami katalitycznymi formujacymi ostrze oraz
domeng PAZ tworzaca podstawe trzonu. (Macrae, 2006; Jinek i Douda, 2009). Nie ma
pewnosci, co do tego, w jaki sposob Dicer rozpoznaje czasteczke prekursora oraz jakie
mechanizmy odpowiadajg za precyzyjne wyznaczanie miejsc ciecia. Wydaje sie jednak, ze

istotng role odgrywa tutaj struktura drugorzedowa RNA. Genom Arabidopsis thaliana
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koduje cztery homologi zwierzecego biatka Dicer, z ktorych kazdy uczestniczy w
biogenezie matych regulatorowych RNA o swoistej diugosci i funkcji (Chapman i
Carrington, 2007). Rybonukleaza DCL-1 (ang. Dicer-Like Protein 1) uczestniczy w szlaku
syntezy miRNA. DCL-2 uczestniczy w biogenezie ta-siRNA oraz siRNA indukowanych
infekcja wirusowa. DCL-3 odpowiada za produkcje 24-nukleotydowych SsiRNA
odpowiedzialnych za metylacje chromatyny. DCL-4 generuje zarowno 21-nt siRNA
pochodzace z endo- lub egzogennych sekwencji powtdrzonych, jak i drugorzedowe siRNA

zaangazowane w przekaz sygnatu wyciszania (Chapman i Carrington, 2007).

Biogeneza i funkcje miRNA

Olbrzymie zainteresowanie, jakim cieszg sie regulatorowe RNA, doprowadzito do
zidentyfikowania kilkuset réznych miRNA u zwierzat i roslin. Oczekuje sig, ze liczba
gendéw kodujacych miRNA w poszczegdlnych gatunkach wynosi od 500 do 1000, co
statystycznie odpowiada ~2-3% puli genow kodujacych biatka (Kim i Nam, 2006).

Geny kodujace miRNA u zwierzat czesto pofaczone sie w grupy wspolnie
ulegajagce transkrypcji przy udziale polimerazy RNA Il. Tworzg zatem policistronowe
prekursory. Natomiast geny miRNA roélinnych rzadko tworza zgrupowania czy zespoty
genowe (Bartel, 2004). Prekursory miRNA (pri-miRNA) transkrybowane sg w wiekszosci
jako odrebne jednostki transkrypcyjne, nie zwigzane z genami kodujacymi biatka, cho¢ u
zwierzat mozliwe jest generowanie miRNA z intronéw. Niektore miRNA kodowane sg w
Kilku réznych loci. Loci te, bedgce matrycg dla prekursorow, z ktérych uwalniane sg
identyczne, badz prawie identyczne miRNA zostaty pogrupowane w tzw. rodziny genow.
U roslin rodziny genow miRNA sg zwykle liczniejsze i mniej zrdznicowane od
zwierzecych (Bartel, 2004; Zhang, 2006).

Zwierzece pri-miRNA to najczesciej ~80 nt czasteczki, posiadajgce czapeczke na
koncu 5’ i ogon poliA na koncu 3’. Dtugos¢ prekursoréw roslinnych jest natomiast bardzo
zroznicowana i moze siega¢ do ~300 nt. W nieco odmienny sposob zachodzi rowniez
dojrzewanie zwierzecych i roslinnych miRNA. W przypadku zwierzat pierwszego ciecia
prekursora dokonuje enzym Drosha zlokalizowany w jadrze komoérkowym (Lee, 2003).
Produkt ciecia RNazy Drosha, nazywany pre-miRNA, jest nastepnie transportowany z
jadra komdérkowego do cytoplazmy przy udziale biatka receptorowego Exportyny-5 (Lund,;
2004). Swoistym sygnatem kierujgcym pre-miRNA na droge transportu jest,
rozpoznawany przez exportyne-5, helikalny motyw prekursora wielkosci >14 nt oraz

niesparowane nukleotydy na koncu 3’ (Zeng i Cullen, 2004). W cytoplazmie zachodzi
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kolejny etap biogenezy miRNA, czyli wyciecie krotkiego dupleksu z pre-miRNA.
Uczestniczy w nim rybonukleaza Dicer. Zwykle towarzyszy jej kofaktor np. biatko R3D1
u Drosophila melanogaster lub TRBP (ang. TAR RNA-binding protein) u cztowieka (Kim i
Nam, 2006).

U roslin zarowno pierwsze, jak i drugie ciecie prekursora miRNA zachodzi przy
udziale rybonukleazy DCL-1, bedacej homologiem zwierzecego biatka Dicer. Jako, ze
DCL-1 wystepuje w jadrze komdrkowym, oba etapy dojrzewania roslinnych mikroRNA
ograniczajg sie do tego miejsca (Bartel, 2004). Rozpoznanie prekursora oraz ciecia
prowadzace do powstania mMIRNA wymagajg udzialu dodatkowych biatek: biatka
wigzacego dsRNA o nazwie HYL 1 (ang. Hyponastic Leaves) oraz biatka SE (ang.
Serrate) (Voinnet, 2009). Miejsce, w ktérym biatka DCL-1, HYL i SE oddziatujg z
prekursorem to tzw. jadrowe ciatko D, inaczej ciatko SmD3/SmB (Fang i Spector, 2007).

Kolejnym etapem dojrzewania roslinnych miRNA jest ich metylacja. Proces ten
katalizuje metylaza zalezna od S-adenozylometioniny, HEN1 (ang. Hua Enhancer 1)
(Voinnet, 2009). HEN1 jest odpowiedzialna za modyfikacje szerokiej puli matych
regulatorowych RNA. Dodanie grupy metylowej w pozycji 02’ nukleotydu wystepujacego
na koncu 3’ obu czasteczek tworzacych dupleks, zapobiega przytgczaniu reszt urydyny i
tym samym chroni miRNA przed degradacjg (Jones-Rhoades i Bartel, 2006). W takiej
postaci dupleksy mMIRNA/miRNA* transportowane sg z jadra komorkowego do
cytoplazmy. W procesie tym uczestniczy biatko Hasty, roslinny ortolog Exportyny-5
(Park, 2005).

W cytoplazmie nastepuje asocjacja miRNA z biatkiem z rodziny Ago (ang.
Argonaute), w skutek czego powstaje minimalny rdzen tzw. kompleksu efektorowego
RISC (ang. RNA-Induced Silencing Complex) (Jinek i Doudna, 2009). Powstanie RISC
wymaga rozplecenia dupleksu miRNA:MIRNA* i odrzucenia tzw. ni¢ pasazerskiej
(MiRNA*) (Jones-Rhoades i Bartel, 2006). Jako funkcjonalne miRNA wybierana jest
zwykle ta ni¢ dupleksu, ktérej koniec 5’ jest termodynamicznie mniej stabilny (Jinek i
Doudna, 2009). miRNA w kompleksie RISC funkcjonujg nastepnie jako specyficzna sonda
umozliwiajgca  rozpoznanie docelowego mMRNA. Pelna lub prawie petna
komplementarnosC pomiedzy czasteczkg miRNA a mRNA prowadzi do przeciecia
docelowego transkryptu. Taka sytuacja przewaza u organizméw roslinnych, gdzie
przecieciu ulega wigzanie pomiedzy nukleotydami znajdujgcymi sie w opozycji do grupy
fosforanowej pomiedzy 10 i 11 nukleotydem miRNA, liczac od jego konca 5 (Rys. 1.3)
(Jones-Rhoades i Bartel, 2006). W przypadku przeciecia docelowego mRNA przez RISC
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oba nowopowstate fragmenty kierowane sg na droge degradacji. Fragment 5° mRNA
trawiony jest najprawdopodobniej przez kompleks biatkowy zwany egzosomem.
Natomiast fragment 3 mRNA usuwany jest za pomocg egzonukleazy XRN1 (Orban,
2005). Arabidopsis thaliana posiada kilka paralogéw XRN, lecz prawdopodobnie tylko
jeden z nich, XRN4, odpowiedzialny jest za rozktad mRNA w kierunku od konca 5’ do 3’
(Souret, 2004).

U zwierzat natomiast, miRNA jest z reguty tylko czesciowo komplementarny do
docelowego transkryptu. W takiej sytuacji przytaczenie kompleksu RISC wywotuje
represje mMRNA poprzez inhibicje translacji lub indukcje deadenylacji prowadzaca do
degradacji czasteczki docelowej (Rys. 1.4) (Wakiyama, 2007). Mechanizm tego procesu
nie zostat jak dotad w petni poznany. Wiadomo jednak, ze RISC wraz z mRNA poddanym
represji transportowany jest do ziarnistosci cytoplazmy zwanych ciatkami P, w ktérych

transkrypt jest zatrzymywany lub degradowany (Eulalio, 2007).

~ RiSC
o e o .

l CIECIE ENDONUKLEOLITYCZNE

—
K__ %\— AAAAA

o

XRNI

DEGRADACJA W KIERUNKU 3°-5° DEGRADACJA W KIERUNKU 5°-3°

Rysunek 1.3. Mechanizm dziatania miRNA - petna komplementarno$¢ pomiedzy ,,sondg”
(miRNA) wystepujagca w kompleksie RISC a czasteczkg docelowg prowadzi do przeciecia
wigzania internukleotydowego w mRNA i degradacji powstatych fragmentow z udziatlem

kompleksu Egzosomu i Ski oraz egzonukleazy XRNL1.
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Rysunek 1.4. Mechanizm dziatania miRNA - niepetna komplementarno$¢ pomiedzy ,,sonda”
(miRNA) obecng w kompleksie RISC a czasteczkg docelowg prowadzi do zatrzymania translacji
MRNA, czego skutkiem moze by¢ degradacjia mRNA wymuszona skracaniem ogona poli(A) i
usunieciem struktury kap za pomoca wyspecjalizowanych komplekséw enzymatycznych CAF1-
CCR4-NOT i DCP1/DCP2.

Ciatka P (ang. Processing Bodies). Struktury zwane ciatkami P lub ciatkami
rozktadu mRNA to cytoplazmatyczne zageszczenia czynnikow zaangazowanych w
degradacje RNA, m. in. gtdwnej cytoplazmatycznej egzonukleazy organizmow
eukariotycznych, XRN1 (ang. 5’-3' exoribonuclease 1) oraz enzymu dekapujgcego DCP
(ang. Decapping Protein) i jego kofaktorow (van Dijk, 2002). W ostatnich latach lista
komponentéw ciatek P zostata wydtuzona o: (i) biatka markerowe, niezbedne do
utrzymania integralnosci tych struktur, takie jak RAP55 (ang. RNA-Associated Protein 55),
Ge-1 (ang. glycine(G) protein) i GW182 (tryptophan(W) Protein 182), (ii) biatka
nadzorujace RNA, (iii) biatka maszynerii wyciszania genow i represji translacji, a takze
(iv) czynnik inicjacji translacji elF4E (ang. Eukaryotic translation initiation factor 4E) i
transportujacy go kofaktor elF4E-T (ang. Eukaryotic translation initiation factor 4E —
Transporter) (Eulalio, 2007). Wiekszo$¢ elementdw ciatek P jest rowniez rozproszona w
cytoplazmie komorki, moga one swobodnie asocjowac¢ do komponentow tych struktur, jak
i na powrdt ulegac dysocjacji (Eulalio, 2007).

Struktury ciatek P sg do$¢ fatwe w detekcji w przypadku organizméw
wielokomérkowych. W komorkach ssakéw ich rozmiar siega 100-300 nm (Eystathioy,
2002), natomiast u drozdzy wizualizacja ciatek P czesto wzmaga ekspozycji na warunki

stresowe (Teixeira, 2005). Inhibicja transkrypcji poprzez aktynomycyne badz ekspozycja
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komorki na rybonukleazg A powoduje rozproszenie ciatek P i ich zanik, co sugeruje, ze
formowanie sie tych struktur w istocie zalezy od mRNA (Cougot, 2004; Teixeira, 2005).
Podobnie dysocjacja elementdw ciatek P ma miejsce w sytuacji, gdy rozktad RNA zostanie
zahamowany na wczesnym etapie np. poprzez dezaktywacje deadenylazy (Sheth i Parker,
2003). Natomiast blokada degradacji mRNA na jednym z poOzniejszych etapdéw tego
procesu, np. poprzez dezaktywacje egzonukleazy XRN1, skutkuje wzrostem ilosci i
rozmiaru ciatek P, zawierajacych produkty posrednie degradacji RNA (Sheth i Parker,
2003; Cougot, 2004; Teixeira, 2005). Mechanizm inicjujacy formowanie sie ciatek P nie
zostat jeszcze dobrze poznany. Najprawdopodobniej degradacja mMRNA rozpoczyna sie w
cytoplazmie. Zwigzanie czasteczki docelowej z RISC indukuje rekrutacje pozostatych
czynnikdw i powstawanie ciatek P, ktdre stajg sie miejscem koncentracji produktow
posrednich degradacji mRNA (Eulalio, 2007). W ten sposob proces trawienia mRNA
zostaje przyspieszony, dodatkowo nie dochodzi do wspotzawodnictwa o czynniki
maszynerii translacyjnej pomiedzy czasteczkami petnej dlugosci a czeSciowo
zdegradowanymi. Komponenty ciatek P to w wiekszosci duze biatka wielodomenowe
mogace wigza¢ jednocze$nie Kilka czasteczek mRNA. W rezultacie dochodzi do ich
lokalnej koncentracji w obrebie swoistego biatkowego ,rusztowania”, bedacego
zaczagtkiem ciatka P. Asocjacja kolejnych czynnikdw uczestniczacych w degradacji
prowadzi do wyksztatcenia sie kompleksowej w peini funkcjonalnej struktury (Eulalio,
2007).

Biogeneza i funkcje siRNA

siRNA stanowig podklase matych regulatorowych RNA, powstajagcych z dtugich
duplekséw RNA. Dupleksy takie mogg tworzy¢ sie podczas replikacji wirusowych RNA,
w wyniku transkrypcji sekwencji odwrotnie powtorzonych, lub w rezultacie dziatania
endogennych polimeraz RNA zaleznych od RNA. Rybonukleaza Dicer (DCL u roslin)
trawi prekursory siRNA na wiele krotkich dupleksow, ktore po przytgczeniu do biatek
kompleksu efektorowego i rozpleceniu funkcjonujg jako negatywne regulatory ekspresji
gendéw. Do najlepiej poznanych siRNA zalicza sie: siRNA zalezne od polimerazy RdR2
(ang. RNA-dependent RNA Polymerase), dziatajace in trans siRNA (ta-siRNA, ang. trans-
acting siRNA) oraz naturalne antysensowe siRNA (nat-siRNA) a takze zwigzane z
powtorzeniami SiRNA (rasiRNA, ang. repeat associated siRNA).

SIRNA zalezne od polimerazy RdR2 stanowig najwieksza i najbardziej

zr6znicowang grupe siRNA wystepujacych u Arabidopsis thaliana (Ramachandran i Chen,
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2008b). Najczesciej sg to czasteczki pochodzace z transpozonow, retroelementéw, czy
powtdrzonych fragmentow genomu (Kasschau, 20007; Lu, 2005). Ich biogeneza wymaga
udziatu polimerazy RdR2, ktdra rozpoznaje odpowiednie transkrypty i wykorzystuje je
jako matryce do syntezy komplementarnej nici RNA. Ciecie dtugiego prekursora dsRNA z
udziatem rybonukleazy DCL3 generuje dupleksy siRNA o wielkosci 24 nt (Xie, 2004),
przy czym w przypadku braku funkcjonalnej rybonukleazy DCL3 jej funkcje moga przejac
pozostate biatka DCL. SiRNA wigzg sie nastepnie z biatkiem Argonaute, Ago4 i
prawdopodobnie réwniez Ago6, aby w kompleksie efektorowym wptywaé na hamowanie
ekspresji genow z ktorych same pochodza. Mechanizm tzw. transkrypcyjnego wyciszania
gendéw, w Kktorym uczestnicza, polega na metylacji DNA Ilub reszt lizynowych biatek
histonu H3 w obrebie tych loci (Xie, 2004). Niedawno odkryto inne czynniki
zaangazowane W biogeneze siRNA zaleznych od polimerazy RdR2. Sg nimi izoformy
zaleznej od DNA polimerazy RNA 1V, PollVa oraz PollVb (Pikaard, 2008).

Biogeneza i funkcje ta-siRNA

ta-siRNA sg grupg endogennych siRNA, ktore dziatajg in trans, regulujac ekspresje
gendw innych niz te, z ktérych same pochodza (Vaucheret, 2006). U Arabidopsis znane sg
cztery rodziny genow TAS, ktorych transkrypty nie kodujg biatek, sg natomiast celem
dziatania miRNA. Transkrypty izoform z rodziny TAS1, TASla, TAS1b i TASIc, oraz
rodziny TAS2 zawierajg rejony komplementarne do sekwencji miR173, natomiast
transkrypty genéw z rodzin TAS3 i TAS4, zawierajg sekwencje docelowe odpowiednio dla
miR390 i miR834 (Vazquez, 2004; Allen, 2005). W efekcie dziatania kompleksu
efektorowego RISC, docelowa czgsteczka RNA TAS zostaje przecieta w Scisle
okresSlonym miejscu a oba powstate fragmenty sg dodatkowo stabilizowane przez biatko
SGS3 (ang. Supprepsor of Gene Silencing 3) (Peragine, 2004). Nastepnie na matrycy
powstatych produktdéw ciecia syntetyzowana jest komplementarna ni¢ RNA (Peragine,
2004) w procesie katalizowanym przez polimeraze RNA zalezng od RNA (RdR6).
Powstaty dtugi dsRNA, bedacy prekursorem ta-siRNA, podlega sekwencyjnemu cieciu.
Zaangazowana w ten proces rybonukleaza DCL4, poczynajgc od konca zdefiniowanego
podczas ciecia z udziatem miRNA, uwalnia krétkie 21 nt dupleksy (Allen, 2005). W
biogeneze ta-siRNA wydaje sie byC zaangazowane rowniez biatko DRB4 (ang. Double-
stranded RNA Binding Protein 4) wigzace dwuniciowe RNA i oddziatujgce z biatkami
DCL4 oraz SDE5 (Adenot, 2006). ta-siRNA w kompleksie z biatkami AGO1 lub AGO7

regulujg ekspresje docelowych gendéw poprzez indukcje ciecia ich transkryptow. Wsréd
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gendéw regulowanych za pomocg ta-siRNA znajduje sie gen czynnika transkrybcyjnego

odpowiedzi hormonalnej ARF3 (ang. Auksin Response Factor) (Adenot, 2006).

Biogeneza i funkcje nat-siRNA

Endogenne siRNA, o nazwie nat-siRNA, pochodzg z duplekséw tworzonych przez
czasteczki RNA syntetyzowane w przeciwnych kierunkach na matrycy jednego badz
dwoch czesciowo komplementarnych loci (Hollick, 2008). Produkcja jednego z tych
transkryptéw zachodzi zwykle w sposob ciagty, natomiast synteza drugiego moze byc
indukowana np. zmieniajgcymi sie warunkami $rodowiska, infekcjg lub przez czynniki
regulujace procesy rozwojowe (Picaard, 2008). Dupleksy, jakie tworza wzajemnie
komplementarne konce transkryptéw, sg wydtuzane za pomocg polimerazy RdR6, a
nastepnie ciete do krétkich dsRNA przy udziale DCL1 i DCL2. W biogeneze nat-siRNA
zaangazowane jest takze biatko SGS3 oraz polimeraza Pol 1VVa (Hollick, 2008).

Jak ogromny jest potencjat nat-siRNA Swiadczy¢ moze fakt, iz transkrypty
antysensowe stanowig znaczng czeSC totalnego transkryptomu komorki. Analizy
bioinformatyczne genomdw sugeruja, ze az 1126 jednostek transkrypcyjnych Arabidopsis
thaliana moze posiada¢ odpowiadajace im transkrypty antysensowe (Henz, 2007). 9023
transkrypcyjnie aktywne rejony genomu ryzu moga byC Zrédiem matryc nat-siRNA (Li,
2007), natomiast u kukurydzy substraty do produkcji nat-siRNA stanowig w zaleznosci od
typu tkanki, od 5% do 11% totalnego transkryptomu (Ma, 2006). Okazuje sie, ze cze$¢
antysensowych transkryptow moze by¢ matrycg do syntezy peptydéw o wielkosci ~100
reszt aminokwasowych (Rymarquis, 2008). Jak dotad funkcja, jaka moga petic
transkrypty antysensowe zostata okreslona jedynie w kilku przypadkach i sprowadza sie do
udziatu w procesie wyciszania ekspresji gendéw z udziatem matych RNA. Najlepiej
poznane nat-siRNA generowane sg w odpowiedzi na stres osmotyczny. Indukuje on
ekspresje transkryptu antysensowego o nazwie SRO5, ktory oddziatuje poprzez
komplementarne pary zasad z fragmentem mRNA P5CDH (ang. Pyrroline 5-Carboxylate
Dehydrogenase) (Borsani, 2005). Powstaty w ten sposdb dsRNA jest substratem dla
enzymoOw zaangazowanych w wyciszanie genéw. Generujg one 24nt nat-siRNA kierujgce
degradacjg transkryptu P5CDH. Ciecie mRNA P5CDH z udzialem kompleksu
efektorowego RISC-nat-siRNA, aktywuje polimeraze RNA zalezng od RNA. W efekcie
syntetyzowany jest dSRNA bedacy substratem do produkcji drugorzedowych 21 nt siRNA

i amplifikacji sygnatu wyciszania. Obnizenie poziomu transkryptu P5CDH wzmaga
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synteze proliny, ktéra podnosi poziom tolerancji komorki na stres osmotyczny (Borsani,
2005).

Dla ogromnej wiekszosci transkryptow antysensowych rola, jaka petnig w komorce
pozostaje wcigz niewyjasniona. Mozliwe, iz poza zaangazowaniem w procesy RNAI, nat-
siRNA moga takze bra¢ udziat w regulacji splicingu, czy poliadenylacji (Jen, 2005).
Whioski takie nasuwajg przyktady par sens:antysens RNA u Arabidopsis, gdzie, jak sie
okazuje, pre-mRNA jest znacznie czesciej poddawany altenatywnemu procesowi sktadania
oraz posiada wiecej potencjalnych sygnatow poliadenylacji niz transkrypty, dla ktorych nie

udokumentowano odpowiadajacego im nat-siRNA (Jen, 2005).

Biogeneza i funkcje rasiRNA i piRNA

W 2006 roku odkryto, ze ludzkie i owadzie biatka z rodziny PIWI wigzg grupe
matych RNA innych niz miRNA, czy typowe siRNA (Saito, 2006; Vagin, 2006). W ten
sposob po raz pierwszy scharakteryzowano rasiRNA, ktorych dtugoS¢ wynosi 24-27
nukleotydow. Udowodniono, ze czasteczki te sg w szczegolnosci akumulowane w jadrach
we wczesnych etapach rozwoju Drosophila melanogaster, a ich zrodto stanowig
retrotranspozony oraz inne sekwencje powtdérzone (Aravin, 2003). Inna grupa czasteczek
oddziatujgcych z biatkami PIWI to piRNA. Ssacze piRNA wyizolowane z jader dorostych
myszy i szczurOw pochodzg najczesciej z rejonow miedzygenowych i podobnie jak
rasiRNA sg diuzsze od kanonicznych siRNA czy miRNA (Aravin, 2006). Geny dla
wiekszosci piRNA usytuowane sg blisko siebie tworzac wyrazne grupy. Osiggajg one
dtugos¢ pomiedzy 1-100 kpz i kodujg najczesciej od 10 do 4500 piRNA (Aravin, 2006).
Taka sytuacja daje mozliwos¢ jednoczesnej regulacji ekspresji i syntezy tysiecy czasteczek
pochodzacych z jednego locus. Pomimo, ze mysie piRNA czesto posiadajg reszte urydyny
na koncu 5’, co jest charakterystyczne dla wszystkich czasteczek powstajgcych z
dwuniciowych prekursorow przy udziale enzymow z klasy RNazy Ill, analizy
bioinformatyczne nie wykazaty, aby rejony flankujace piRNA tworzyty swoiste struktury
drugorzedowe (O’Donnell i Boeke 2007). Zatem czgsteczki te muszg powstawac w sposob
odmienny od miRNA. Niedawno zidentyfikowano piRNA roéwniez u Drosophila
melanogaster. Okazato sie, iz czasteczki te u bezkregowcdw w wiekszosci kodowane sg
przez sekwencje heterochromatyny pericentromerow oraz telomerow i odpowiadajg
defektywnym elementom powtorzeniowym (Brennecke, 2007).

Jak dotad niewiele wiadomo o mechanizmach dziatania piRNA. Potencjalnie

czasteczki te moga by¢ zaangazowane w epigenetyczne modyfikowanie chromatyny w.
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Wiele réwniez wskazuje, ze piRNA, podobnie jak inne regulatorowe RNA, indukujg ciecie
docelowych transkryptow. Istnieje duze prawdopodobienstwo, ze ciecie to inicjuje cykl
amplifikacji sygnatu wyciszania i generuje drugorzedowe piRNA w sposéb analogiczny do
syntezy drugorzedowych SiRNA z udziatem polimerazy RNA zaleznej od RNA
(Brennecke, 2007; Gunawardane, 2007). Zgodnie z tym modelem piRNA powstajg z
pierwotnego transkryptu kodowanego przez sekwencje heterochromatyny w obrebie
defektywnego transpozonu. W ten sposéb powstate czasteczki, stanowig sekwencije
antysensu do sekwencji RNA transpozondw ulegajacych ekspresji. piRNA jako ni¢
wiodacg kompleksu rybonukleoproteinowego indukuje ciecie w miejscu docelowym RNA
aktywnego transpozonu, a z powstatych po przecieciu fragmentéw powstajg drugorzedowe
czasteczki sens-piRNA. U Drosophila, drugorzedowe piRNA wraz z biatkiem Ago3,
uczestniczag w kolejnych seriach cie¢ pierwotnego transkryptu bedacego prekursorem
piRNA. Cykl utrzymuje sie tak dtugo, jak dtugo nowopowstajace piRNA zdolne sg do
rozpoznawania sekwencji docelowej (Brennecke, 2007; Gunawardane, 2007). Chociaz
wiele szczeg6tow proponowanego mechanizmu wymaga wyjasnienia wydaje sie, ze
stanowi on wazny punkt kontroli amplifikacji elementéw mobilnych genomu w komérkach
linii zarodkowych bezkregowcdw. Nie poznano natomiast, jakg funkcje petnig piRNA u
ssakow. Postuluje sie, iz moga byC one zaangazowane W procesy spermatogenezy poprzez

bezposredni wptyw na mejoze (O’Donnell i Boeke 2007).

1.1.2.3. Niekodujgce RNA jako biomarkery

W ciggu ostatnich lat zidentyfikowano bardzo wiele transkryptow, ktore nie koduja
biatek. Funkcja niektérych nie zostata dotagd poznana, natomiast inne, jak miRNA czy
siRNA, to transkrypcyjne i potranskrypcyjne regulatory ekspresji genow. Czasteczki te
charakteryzuje szereg unikalnych witasciwosci, jak np. swoista struktura prekursoréw, czy
wieloetapowy proces dojrzewania. Okazato sie, ze wiele niekodujagcych RNA ulega
tkankowo- badz organo-specyficznej ekspresji. Pewne czasteczki pojawiajg sie w komarce
tylko na okreSlonym etapie rozwoju organizmu lub np. w odpowiedzi na sygnat
indukowany czynnikami wzrostu, hormonami, czy stresem. Wiasciwosci te powoduja, ze
przynajmniej niektore z niekodujagcych RNA sg dzis wykorzystywane jako biomarkery.
Jako przyktad moga postuzy¢é miRNA przydatne w diagnostyce wielu dysfunkcji i choréb,
w tym starzenia, chor6b serca, chor6b neurologicznych, autoimmunologicznych i
nowotworow (Mallardo, 2008; Wang, 2008).
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Biomarkery to czasteczki, ktdre dostarczajg informacji o zmianach zachodzacych w
komorkach czy przebiegajgcych w nich procesach biochemicznych. Istniejg pewne
kryteria, ktore powinny spetnia¢ czasteczki kandydujace do miana biomarkerow. Istotne
znaczenie ma tatwos$¢ detekcji oraz wysoka czuto$¢ na zmiany, co umozliwi ich wykrycie
juz na poczatkowym etapie. Wymagana jest wiec przede wszystkim odpowiednia
procedura umozliwiajgca wykrywanie danej czasteczki. Biomarker musi rowniez
charakteryzowa¢ sie odpowiednig stabilnoscig, aby nie ulegal degradacji podczas
przeprowadzania testdw diagnostycznych. Bioragc pod uwage wszystkie wymienione
czynniki, niekodujace RNA wydajg sie by¢ dobrymi kandydatami na biomarkery. Ciggle
udoskonalana metodologia detekcji i ich analizy oraz fakt, ze krotkie RNA sg czasteczkami
stosunkowo stabilnymi zaréwno w $wiezych, jak i mrozonych tkankach, a nawet w
preparatach parafinowych, jest bez watpienia duzym walorem. Wysoce specyficzna
ekspresja sprawia, ze moga by¢ one wykorzystywane jako swoiste biomarkery
umozliwiajgce wykrywanie fizjologicznych jak i patologicznych zmian zachodzacych w

organizmie.

1.2. Degradacja RNA

Degradacja RNA jest jednym z gtdwnych proceséw determinujgcych poziom
akumulacji réznego typu transkryptow. Odgrywa ona szczegoOlnie istotng role ze wzgledu
na recykling nukleotydow. W przypadku mRNA, szybkosC rozktadu czasteczki jest
uzalezniony od zapotrzebowania na specyficzne biatko. Konstytutywne niekodujace RNA,
do ktorych zalicza sie rRNA i tRNA sg z reguly bardzo stabilne. Jednak w sytuacjach
wyjatkowych, jak zwiekszone zapotrzebowanie na fosfor, azot, wegiel czy magnez one
rowniez moga byC masowo degradowane (Deutscher, 2006 i 2003). Do degradacji
dochodzi takze w rezultacie procesu kontroli jakoSci RNA, podczas ktérego eliminowane
sg nieprawidtowo zsyntetyzowane czgsteczki RNA (Houseley 2006).

Ciecie czasteczeck mRNA moze byC rowniez uniwersalnym elementem
mechanizmu regulacji ekspresji genow. Sytuacja taka ma miejsce w przypadku
ukierunkowanej degradacji transkryptéw na drodze interferencji RNA z udziatem innych
czasteczek takich jak: sSIRNA, miRNA, nat-siRNA, tasiRNA.

Pomimo swej ztozonosci, mechanizmy degradacji RNA wydajg sie zachowywac
podobienstwo we wszystkich organizmach zywych (Houseley i Tollervy, 2009). Znane sg
trzy klasy wewnatrzkomdérkowych enzymoéw odpowiedzialnych za degradacje RNA. S3 to:

endonukleazy prowadzace do przeciecia wigzania fosfodiestrowego wewnatrz czasteczki

28



WSTEP

RNA (Lebreton, 2008) oraz egzonukleazy 5’ i egzonukleazy 3’, hydrolizujgce RNA
poczawszy odpowiednio od konca 5 lub 3’ czagsteczki (Schaeffer, 2008; Kastenmayer i
Green, 2000). Wiekszo$¢ organizmow koduje wiele enzymdéw kazdej z klas RNaz,
zdolnych do rozpoznawania i degradowania tych samych substratdw. Stad mutacja
powodujgca dysfunkcje jednej z RNaz jest czesto rekompensowana udziatem innego
enzymu z danej klasy, bez skutkow ubocznych w postaci blokowania procesow rozktadu.
Niektore enzymy zaangazowane w degradacje RNA uczestniczag réwniez w innych
waznych procesach komorkowych, np. drozdzowa egzonukleaza 5°, Ratl, oraz
egzonukleaza 3’ wchodzaca w skiad egzosomu, biora dodatkowo udziat w procesach
sktadania i dojrzewania koncéw czasteczek RNA (Houseley i Tollervy, 2009).
Charakterystyczna dla wielu rybonukleaz mnogo$¢ funkcji wskazuje na istotne znaczenie
mechanizméw odpowiedzialnych za identyfikacje RNA przeznaczonych do degradacji

oraz na zaangazowanie w ten proces szeregu kofaktorow.

1.2.1. Kofaktory wspomagajace degradacje RNA

Czynniki, ktére wspdtdziatajg z RNazami na roznych etapach ich aktywnosci to
przede wszystkim: enzymy z klasy helikaz i polimeraz, biatka opiekuncze oraz mate
niekodujgce RNA (Houseley i Tollervwy, 2009).

1.2.1.1. Helikazy

Helikazy RNA zalezne od ATP stanowig duzg rodzine biatek zaangazowanych w
procesy syntezy, dojrzewania i degradacji RNA. Enzymy te stanowig element kompleksu
zarowno eukariotycznego egzosomu, jak i bakteryjnego degradosomu (Berstein, 2008;
Chandran, 2007; Lebreton, 2008; Schaeffer, 2008; Schneider, 2009; Taghbalout i
Rothfield, 2008). Dzieki energii dostarczanej w postaci ATP sg one zdolne do
przemieszczania sie wzdtuz dupleksu dsRNA, rozplatania drugorzedowych struktur i
translokacji zasocjowanych biatek czy innych czasteczek kwasow nukleinowych.
Dodatkowo helikazy moga funkcjonowac, jako wyznaczniki czgsteczek przeznaczonych
do degradacji. Chwilowy zast6j helikazy powoduje bowiem mobilizacje innych elementow
egzosomu i w konsekwencji zapoczatkowuje rozktad naznaczonej czagsteczki (Cordin,
2006; Rajkowitsch, 2008).
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1.2.1.2. Polimerazy

Stabilne struktury dwuniciowe, jakie moga tworzy¢ kwasy nukleinowe, sg
przeszkoda dla egzonukleaz (Deutscher, 2006), dlatego korzystajg one z aktywnosci
polimeraz zdolnych do syntezy jednoniciowego fragmentu przy koncu czasteczki RNA.
Fragment ten w konsekwencji funkcjonuje jako miejsce zaczepu rybonukleazy. U drozdzy
znany jest kompleks czynnikow poliadenylacji TRAMP (ang. Trf4/Air2/Mtrdp
Polyadenylation complex), w ktérego sktad wchodzg: polimeraza poliA, biatka wigzace
RNA oraz helikaza RNA (Houseley 2006). Kompleks ten, jeszcze na terenie jadra
komorkowego, naznacza defektywng czasteczke RNA poprzez dodanie reszt adenozyny do
jej konca 3’, co z kolei angazuje egzosom i prowadzi do sukcesywnej degradacji. Co
ciekawe, niektdre egzonukleazy 3’ mogg funkcjonowaé réwniez jako polimerazy, czego
przyktadem jest bakteryjna fosforylaza polinukleotydowa PNPaza (Mohanty i Kushner,
2000; Portnoy, 2005). Enzym ten, poza wiasciwo$ciami rybonukleazy, wykazuje zdolnos¢
dotgczania do korica 3 czasteczki RNA tancucha nukleotyddéw, w ktérym przewazaja
reszty adenozyny. W komorkach ludzkich zidentyfikowano homologi wszystkich
elementow drozdzowego kompleksu TRAMP, nie wiadomo jednak, czy mechanizm ich
dziatania przypomina model przedstawiony dla systemu drozdzowego (Slomovic, 2006;
West, 2006). Wiadomo natomiast, ze dodawanie tzw. ogona uracylowego, poliU,
stymuluje degradacje zmodyfikowanej w ten sposéb czasteczki (Mullen i Marzluff, 2008).
Niewykluczone, ze poliadenylacja, badz poliurydylacja czasteczek przeznaczonych do
degradacji, podobnie, jak poprzedzajaca degradacje ubikwitynacja biatek, jest procesem

zachowawczym (Lorentzen i Conti, 2006).

1.2.1.3. Biatka opiekuncze

Waznym kofaktorem proceséw degradacji RNA sg ewolucyjnie zachowawcze
kompleksy biatkowe Lsm1-7 i Lsm2-8 (ang. Like-Spliceosome and Messenger RNA
splicing protein) u organizmow eukariotycznych oraz Hfg u bakterii (Beggs, 2005).
Funkcjonujg one jako biatka opiekuncze i uczestnicza w tworzeniu i stabilizacji
kompleksow RNA:RNA, czy RNA:biatko. Degradacja mRNA ludzkiego histonu
wspomagana jest wtasnie oddziatywaniem ogona poliU transkryptu z kompleksem Lsm1-7
(Mullen i Marzluff, 2008).
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1.2.2. ROznice pomiedzy degradacjg RNA z udziatem egzonukleaz 5’ i 3’

Wiele RNA, jak mRNA, pri-miRNA, czy snRNA posiada zmodyfikowane korce.
Zadaniem tych modyfikacji jest ochrona czasteczki kwasu nukleinowego przed degradacja.
U bakterii Bacillus subtilis degradacja mRNA z udziatem RNazyJ poprzedzona jest zawsze
hydrolizg grupy trojfosforanowej na koncu 5 z udziatem hydrolazy pirofosforanu RppH
(de la Sierra-Gallay, 2008; Mathy, 2007). Natomiast w przypadku organizmow
eukariotycznych rozpoczecie procesu degradacji od konca 5° wymaga usuniecia struktury
czapeczki za pomoca, spokrewnionego z bakteryjng hydrolaza, enzymu dekapujgcego
Dcp2 (Deshmukh, 2008; She, 2008). Proces ten jest nieodwracalny i udostepnia koniec
czasteczki RNA dla XRN1, gtéwnej cytoplazmatycznej egzonukleazy eukariotycznej
(Eulalio, 2007). W proces dekapowania zaangazowanych jest wiele ewolucyjnie
konserwatywnych czynnikow. Nalezg do nich: Dcpl, EDC3 (ang. Enhancer of mRNA
Decapping 3 homolog), Ge-1, Patl (ang. Protein interacting with APP Tail 1), kompleks
biatkowy LSm1-7, DexD/H-box oraz helikaza RNA Dhhl (ang. DExD/H-box Helicase).
W przypadku niektorych, funkcja nie zostata jeszcze poznana, wiadomo jednak, ze
wszystkie wystepujg w obrebie ciatek P. Przeciwnie, w ciatkach P, nie zaobserwowano
zadnego elementu kompleksu zwanego egzosomem, z ktdrym zwigzana jest aktywnos$c
egzonukleazy 3’ (Eulalio, 2007). Sugeruje to kompartmentyzacje drog degradacji RNA do
roznych obszaréw komorki. Egzosom jest obecny zarowno w jadrze komérkowym, gdzie
niektdre z jego sktadnikobw zaangazowane sg w obrobke konca 3’ konstytutywnych RNA,
jak i w cytoplazmie (Lebreton, 2008). Rdzen egzosomu zbudowany jest z 9 podjednostek,
z ktorych 6 utozonych jest na ksztatt pierscienia. Katalityczng podjednostkg egzosomu
drozdzowego jest natomiast biatko Rrp44 (zwane rowniez Dis3), nalezace do klasy RNazy
Il (Schaeffer, 2008). Aktywnos$¢ egzosomu wymaga udostepnienia konca 3’ czasteczki
wyznaczonej do degradacji m. in. poprzez usuniecie ogona poli(A) i jest regulowana przez
kompleks biatkowy SKI (Wilusz, 2004).

Poza enzymami degradujacymi RNA w specyficzny sposob, organizmy posiadajg
rowniez rozmaite niespecyficzne RNazy. Przykladem moze byé ssacza Rnaza A, czy
RNaza T1 pochodzgca z grzybow. Sa to biatka zewnatrzkomorkowe, ktérych produkty
ciecia, inaczej niz produkty enzymow cytoplazmatycznych czy jadrowych, posiadajg grupe
monofosforanowg na koncu 3’ i grupe hydroksylowg na koncu 5’ czasteczki. Ich funkcja
jest Scisle powigzana z ochrong organizmu przed inwazjg obcych czasteczek do wnetrza

komorek (Houseley i Tollervwy, 2009).
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1.2.3. Mechanizmy degradacji zalezne od syntezy i dojrzewania czasteczek RNA

Degradacja RNA jest nie tylko procesem rozktadu niepotrzebnych czasteczek i
statego uzupetniania puli wolnych nukleotydow. Mechanizmy odpowiedzialne za ciecie
kwasow nukleinowych mogg by¢ ukierunkowane i odgrywac istotng role na wielu etapach
biogenezy funkcjonalnych RNA. Wiekszos¢ czgsteczek RNA syntetyzowanych jest w
postaci wiekszych prekursorow, z ktorych w procesie dojrzewania, wycinane sg fragmenty
niekodujace, np. introny. Wiele pierwotnych transkryptow wymaga dojrzewania jednego
lub obu koncow czasteczki, co réwniez angazuje niektore elementy maszynerii
nukleolitycznej (Houseley i Tollervwy, 2009).

Bazujac na danych literaturowych mozna wysnu¢ wniosek, ze degradacja mRNA i
konstytutywnych RNA (tRNA, rRNA) moze przebiega¢ wedtug podobnego schematu.
Rozklad czasteczki RNA wymaga zwykle ciecia inicjujgcego przeprowadzanego przez
jeden z enzymow endonukleolitycznych, po ktérych nastepuje egzonukleolityczne
trawienie powstatych fragmentow RNA do pojedynczych nukleotyddéw (Deutscher, 2006 i
2003). Poniewaz jednak degradacja stanowi integralng czes$¢ procesu syntezy i dojrzewania
RNA, stad zachodzi ona nieco inaczej w zaleznosSci od tego, ktdra z polimeraz jest

odpowiedzialna za synteze danej czasteczki.

1.2.3.1. Degradacja RNA syntetyzowanych z udziatem polimerazy RNA Pol |

Polimeraza RNA Pol | odpowiedzialna jest za synteze policistronowego transkryptu
pierwotnego, na ktéry skiadajg sie trzy z czterech eukariotycznych czasteczek rRNA.
Dojrzate rRNA generowane sg z prekursora w rezultacie sekwencyjnych cie¢ zarowno
endo- jak i egzonukleolitycznych, usuwajacych zewnetrzne (ETS; ang. External
Transcribed Spacer) i1 wewnetrzne (ITS; ang. Internal Transcribed Spacer)
niefunkcjonalne fragmenty czasteczki. Synteza rRNA jest Scisle skorelowana z procesem
sktadania rybosoméw. Ze wzgledu na to, iz zapotrzebowanie na skiadniki maszynerii
biosyntezy biatka jest w komorce bardzo wysokie, stad szybkos¢ sktadania rybosomow u
drozdzy moze siegaé nawet 2000 min™. Dlatego tez degradacja elementéw ETS i ITS
uwolnionych z pre-rRNA stanowi trzon komorkowych procesow degradacji (Houseley i
Tollervwy, 2009). W dojrzewaniu rRNA i skfadaniu rybosomow uczestniczy szereg biatek,
zwanych czynnikami syntezy rybosomu. Wiele z nich musi zostac uwolnionych na
pewnym etapie dojrzewania pre-rybosomu, aby uzupetni¢ pule dostepnych biatek. W

uwalnianiu niektorych czynnikow syntezy rybosomu uczestnicza helikazy RNA, GTPazy i
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ATPazy (Henras, 2008), natomiast inne uwalniane sg dzieki cieciu i degradacji ETS i ITS,
z ktérymi sg zasocjowane. W ten sposob degradacja RNA, promujac recykling czynnikow
syntezy, zapobiega ich deficytowi w komorce. Wiadomo, ze w szybkg degradacje 5 ETS
zaangazowany jest kompleks TRAMP i egzosom (Lebreton, 2008; Schneider, 2009).
Dojrzate cytoplazmatyczne podjednostki rybosoméw sg bardzo stabilne, a ich
degradacja zachodzi na bardzo niskim poziomie. Istniejg jednak dowody na to, iz rozktad
translacyjnie nieaktywnych rybosomow zachodzi wiasnie poprzez degradacje RNA
(LaRiviere, 2006). Mechanizm tego procesu nie zostat jeszcze doktadnie poznany, by¢
moze jest on spokrewniony z cieciem mRNA w sytuacji wygasniecia translacji. Wptyw na
indukcje ciecia rRNA moze tez wywiera¢ wiele czynnikow stresowych (Mroczek i Kufel,
2008; Thompson, 2008). Z pewnoscia ma to zwigzek z wymuszonym zatrzymaniem
translacji, nie wiadomo natomiast, jaka jest funkcja produktéw degradacji rRNA.

Stwierdzono bowiem, ze niektdre sposrod nich moga by¢ w komaérce akumulowane.

1.2.3.2. Degradacja RNA syntetyzowanych z udziatem polimerazy RNA Pol |1

Produkty syntezy z udziatem polimerazy RNA Pol |l stanowig bardzo
zréznicowang grupe czasteczek, wigczajac pre-mRNA, a takze prekursory wielu
konstytutywnych (snRNA i snoRNA), jak i regulatorowych (miRNA) RNA. Transkrypcja
z udziatem tej polimerazy wiagze sie z dotgczeniem struktury czapeczki do konca 5’
syntetyzowanego RNA, jako elementu chronigcego przed atakiem egzonukleaz 5’
(Houseley i Tollervwy, 2009). Niepowodzenie na tym etapie dojrzewania RNA prowadzi
do przerwania transkrypcji i degradacji nieprawidtowej czasteczki z udziatem
egzonukleazy Ratl (West, 2008).

Transkrypty mRNA podlegaja wieloetapowemu dojrzewaniu, modyfikacji koncéw
I wycinaniu sekwencji intronowych. Degradacja usunietych z pre-mRNA introndw
wymaga dodatkowej aktywnos$ci enzymow wyspecjalizowanych w cieciu wigzania 2’-5’
fosodiestrowego (ang. debranching) (Chapman i Boeke, 1991). Odpowiadajg one za
linearyzacje cyrkularnej postaci lassa, jakg przyjmujg uwalniane introny. Mutanty
drozdzowe z defektywnym enzymem odpowiedzialnym za ,,debranching”, sg niezdolne do
degradacji intronow, co sugeruje rowniez, iz w obrebie jadra nie wystepujg endonukleazy
(Houseley i Tollervwy, 2009). Introny po linearyzacji podlegajg zwykle catkowitej
degradacji, badZz tez, w szczegdlnych przypadkach, stanowig zrédto funkcjonalnych

czasteczek: snoRNA, czy miRNA pochodzenia intronowego (Ying SY, 2004).
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MRNA, od innych produktow Pol Il, odroznia specyfika dojrzewania konca 3’
czasteczki. Polega ono na przecieciu +ancuch polinukleotydowewgo w Scisle
wyznaczonym miejscu przy jego koncu 3’, a nastepnie dotgczeniu diugiego ,,ogona”
adenozynowego przez polimeraze poli(a) PAP/Papl (ang. Poly(A) Polymerase) (Colgan,
1997). Ciecie pre-mRNA w wyznaczonym miejscu, przy koncu 3’, jest rowniez swoistym
sygnatem terminacji transkrypcji i zapobiega kontynuacji syntezy RNA na matrycy
sgsiednich gendéw. Odciety fragment 3’ powstajacego transkryptu jest substratem dla
egzonukleazy Ratl, ktdra w efekcie tzw. mechanizmu ,,Torpedo” rozktada RNA, az do
momentu napotkania i uwolnienia polimerazy (West, 2008). Inaczej niz w przypadku
poliadenylacji transkryptow przeznaczonych do degradacji (z udzialem kompleksu
TRAMP), dodawanie reszt adenozyn do mRNA wzmaga ich stabilnos¢. Dzieje sie tak
najprawdopodobniej w skutek natychmiastowej rekrutacji, jeszcze w trakcie syntezy,
biatek wigzacych ,,ogon” poli(A) (Houseley i Tollervwy, 2009; Rougemaille, 2008).

W cytoplazmie, kazda czasteczka mRNA podlega sukcesywnemu skracaniu ogona
poli(A), az do momentu krytycznego, w ktorym nastepuje zahamowanie biosyntezy biatka
I uwolnienie transkryptu z rybosomu (Schwede, 2008). Catkowite usuniecie sekwencji
poli(A) utatwia, rozktad czasteczki w kierunku 3’-5” z udziatem egzosomu (Parker, 2007).
W nastepstwie skracania ogona poli(A), mMRNA moze zostaC skierowany do ciatek P, w
ktorych, od usuniecia czapeczki z konca 5’, rozpoczyna sie proces degradacji przez
egzonukleazy 5’, jak XRN1 (Franks i Lykke-Andersen, 2008; Shyu, 2008). Ostatnie
doniesienia sugeruja, ze deadenylacja, czy degradacja mRNA rozpoczynajaca sie od konca
5’ czagsteczki, nie zawsze wymaga zaprzestania syntezy biatka, lecz moze zachodzi¢
rowniez, gdy mRNA zasocjowany jest na polisomach (Houseley i Tollervwy, 2009).

Po transporcie dojrzatego mRNA z jadra komorkowego do cytoplazmy, a czesto
rowniez w jadrze komdrkowym, nastepuje ocena poprawnosci splicingu w ramach
»kontroli jakosci RNA” (Doma i Parker, 2007). Kontrola pozwala na szybka degradacje
nieprawidtowych transkryptow, ktdre potencjalnie mogtyby kodowac zmienione biatka.

ZaleznoSci pomiedzy synteza i obrébka a degradacjg transkryptow RNA Pol 11

przedstawiono na Rys. 1.5.
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Rysunek 1.5. Zalezno$¢ pomiedzy synteza i obrobka a degradacja transkryptow RNA Pol I1.

Dodawanie kapu - niepoprawne dodanie struktury kap kieruje powstajgcy transkrypt na droge
degradacji. Elongacja transkrypcji - kofaktory egzosomu Nrd1l-Nab3 zaangazowane sg w
terminacje transkrypcji genow snoRNA. Splicing - dojrzewanie prowadzi do uwolnienia intronéw
w formie lassa, ich degradacja poprzedzana jest linearyzacja czasteczki za pomocg DBR1; (introny
moga by¢ réwniez Zrédtem snoRNA). Terminacja transkrypcji - zakonczenie syntezy mRNA
zwigzane jest z cieciem transkryptu i poliadenylacjg; odciety fragment 3’ transkryptu jest
substratem dla egzonukleazy Ratl. Eksport - bledy w eksporcie kierujg RNA na droge degradacji.
Translacja - mRNA podlega kontroli jakosci NMD, NGD i NSD. Stopniowe skracanie ogona
poli(A) prowadzi do degradacji w kierunku 3’-5’oraz usuniecia struktury kap i degradacji w

kierunku 5°-3" (Houseley i Tollervwy, 2009). Szczegétowy opis w tekscie.
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Kontrola jakosci RNA powoduje, ze tylko wihasciwie zsyntetyzowane, ztozone i
zmodyfikowane mRNA stuzg jako matryce do biosyntezy biatek (Fasken i Corbett, 2005).
W komorce rozpowszechniony jest system kontroli pozwalajacy na szybka identyfikacje
tzw. transkryptow nonsensownych, zawierajgcych przedwczesne kodony terminacji
translacji. Takie czasteczki kierowane sg na szlak degradacji NMD (ang. nonsens mediated
degradation). Poczatkowym etapem tego procesu jest sktadanie kompleksu NMD,
tworzonego przez nieprawidtowy RNA i czynniki biatkowe: helikazy UPF1-3 oraz biatka
SMG1 i SMG5-7. U drozdzy kompleks ten wymaga obecno$ci zardwno enzymu
dekapujacego oraz egzonukleazy XRN1, jak i egzosomu. Natomiast u muszki owocOwki
degradacja nonsensownych transkryptow wymaga endonukleolitycznego ciecia w obrebie
nieprawidtowego kodonu. Powstate w ten sposob fragmenty RNA sg nastepnie substratami
dla egzonukleaz 5’ i 3’. Nie wiadomo dokfadnie, czy degradacja RNA w ramach NMD
zachodzi w cytoplazmie, czy tez kompleks biatek NMD transportuje nonsensowny mRNA
do ciatek P, w ktorych ma miejsce ich degradacja. Dowodem na zaangazowanie struktur P
w zalezng od NMD degradacje mMRNA jest obecno$¢ na ich terenie biatek SMG7, SMG5 |
UPF1. Jednakze u muszki owocOowki i drozdzy z defektywnym biatkiem GW182,
niezdolnych do wyksztatcenia struktur P, nie zaobserwowano zaburzen degradacji na
drodze NMD (Eulalio, 2007).

Komorki wykazujg rowniez zdolno$¢ eliminacji mRNA, ktére tworzg trwate
struktury w obrebie otwartych ramek odczytu. Transkrypty te zostajg skierowane na szlak
degradacji po wygasnieciu biosyntezy biatka, spowodowanym strukturalng zawadg
przestrzenng, na jaka napotkat rybosom. Dzieje sie to za sprawg systemu kontroli zwanego
NGD (ang. No-Go Decay) (LaRiviere, 2006). Inny system kontroli, NSD (ang. No-Stop
Decay) odpowiada natomiast za eliminacje nieprawidtowych mRNA, ktére nie zawieraja
kodonu stop. W przypadku braku sygnatu terminacji translacji, wygasniecie biosyntezy
biatka wigze sie z zatrzymaniem rybosomu w obrebie sekwencji tancucha poli(A). Jednym
ze sposobdw uwolnienia rybosomu jest zwigzanie kompleksu biatkowego SKI, ktory
jednocze$nie naznacza czagsteczke mMRNA do degradacji (Frischmeyer, 2002).

Istniejg takze mMRNA, ktére mimo prawidtowej budowy, degradowane sg znacznie
szybciej od pozostatych. Stwierdzono, iz czasteczki te zawierajg elementy regulatorowe
ARE (ang. Adenosine Rich Elements), bogate w reszty adenozyny i uracylu (Eulalio,
2007). Regulatory te dziatajg w uktadzie cis i zlokalizowane sg najcze$ciej w rejonach
nieulegajacych translacji na koncu 3’ (3’'UTR) mRNA. Czasteczki o krétkim czasie

pottrwania stanowig matryce do syntezy biatek przejSciowo wystepujacych w komorce,
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takich jak cytokininy, cykliny, czynniki wzrostu, protoonkogeny. Wykazano, ze mRNA
zawierajgce elementy ARE ulegajg stosunkowo szybkiej degradacji w trakcie
regulowanego procesu zwanego AMD (ang. ARE mediated degradation) (Barreau, 2005).
Elementy ARE zdolne sg do wigzania szeregu czynnikow zaréwno stabilizujgcych, jak i
destabilizujacych transkrypt. Niektore, jak czynnik TTP i BRF1, promujg degradacje
MRNA, natomiast biatko AUF1, w zaleznosci od izoformy, moze wptywac¢ na transkrypt
na oba sposoby (Barreau, 2005). Do niedawna twierdzono, iz mRNA regulowane poprzez
elementy ARE degradowane sg przy udziale egzosomu, natomiast ostatnie doniesienia
sugeruja rowniez zaangazowanie w procesy AMD degradacji rozpoczynajacej sie od konca
5" (Fenger-Gron, 2005; Stoecklin, 2006). Zgodnie z tym zatozeniem, czynnik TTP
lokalizowany jest na terenie ciatek P. Pozbawienie komdrek ssaczych komponentu ciatek
P, jakim jest elF4E-T, wstrzymuje procesy degradacji AMD, jednakze dezaktywacja
czynnika GW182, powodujaca zupetng dezintegracje struktur P, nie zaburza degradacji
indukowanej sekwencjg ARE (Stoecklin, 2006; Fenger-Cron, 2005; Eulalio, 2007).
Okazuje sig, ze degradacja mRNA na drodze AMD moze by¢ réwniez regulowana za
pomocg miRNA (Jing, 2005). Dzieje sie tak w przypadku miR-16, ktéry kieruje kompleks
efektorowy RISC do RNA zawierajgcych elementy ARE. Takie oddziatywania dodatkowo
stabilizujg wigzania czynnika TTP w miejscu regulatorowym i stymulujg rozkiad
transkryptu (Jing, 2005).

Dojrzewanie koncéw 3’ innych produktow Polimerazy Il: matych jadrowych i
matych jaderkowych RNA, wymaga obecnosci kompleksu egzosomu (Carroll, 2007).
Biatka zaangazowane w terminacje transkrypcji genow kodujacych snRNA, czy snoRNA
sg jednocze$nie kofaktorami egzosomu. Proces ten zostat zbadany u drozdzy, gdzie
terminacja transkrypcji genéw wymaga zaangazowania kompleksu biatek Senl oraz Nrd1-
Nab3. Biatko Nrd1 moze oddziatywaC z domeng konca karboksylowego polimerazy i
jednoczesnie, wraz z biatkiem Nab3, wigzac transkrypt, co powoduje zatrzymanie syntezy
RNA (Gudipati, 2008; Vasilieva, 2008).

Polimeraza RNA 11 generuje réwniez prekursory matych RNA, jak miRNA, czy
piRNA. Prekursory tych czasteczek podlegajg kolejno sekwencyjnym cieciom za pomocg
rybonukleaz nalezacych do klasy 111, jak Drosha, czy Dicer, by w efekcie uwolni¢ dojrzatg
czasteczke np. miRNA (Bartel, 2004). Zarowno pozostata czesSC prekursora, jak i nic
pasazerska miRNA* podlegajg nastepnie szybkiej degradacji, czego dowodem jest np.
utrudniona detekcja tych elementéw u organizméw roslinnych. Jako czasteczki

regulatorowe, podlegajace czasowo- i tkankowo-specyficznej syntezie, miRNA sg rowniez
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substratem dla swoistych RNaz. Czesto warunki fizjologiczne komorki wymuszajg ich
synteze, a nastepnie szybka eliminacje z cytoplazmy. Nukleazg odpowiedzialng za
degradacje matych RNA, poczawszy od ich konca 3’, jest enzym o nazwie Eril,
uczestniczacy rowniez w pewnych etapach obrobki rRNA (Ansel, 2008; Gabel i Ruvkun,
2008). Wykazuje on zdolno$¢ degradacji matych RNA tworzacych komplementarne
dupleksy. U roslin znane sg rowniez specyficzne nukleazy SDNS (ang. Small RNA
Degrading Nucleases), ktére degradujg mate jednoniciowe RNA i ktérych aktywno$¢
wymagana jest dla prawidtowego rozwoju organizmu (Ramachandran i Chen, 2008a).
Zarowno rybonukleazy z rodziny Eril, jak i biatka z rodziny SDNS, sg zachowawcze
ewolucyjnie u eukariontow.

Wyniki przeprowadzonych w ostatnich latach badar sugeruja, ze w przypadku
cztowieka, czy drozdzy, transkrypcji podlega znaczna cze$¢ genomu. W komorkach moga
wiec by¢ obecne liczne niepoznane, do tej pory RNA (Amaral, 2008). Wiekszos¢ z nich
jest prawdopodobnie syntetyzowanych za pomoca polimerazy RNA I1. Niektore z tych
RNA moga by¢ po prostu produktami ubocznymi, syntetyzowanymi ze wzgledu na
niedoktadno$¢ polimerazy i nieprecyzyjny odczyt sygnatow startu i zatrzymania
transkrypcji (Stuhl, 2007). Wiekszo$¢ w ten sposob powstatych transkryptow cechuje brak
stabilnosci oraz zdolnos¢ do szybkiej mobilizacji czynnikow odpowiedzialnych za ich
degradacje, co moze ttumaczy¢ problem z detekcjg tych czasteczek. Pewna cze$¢ jednostek
transkrypcyjnych, ktore je koduja, wykazuje duze podobienstwo do typowych gendw.
CzesC z nich moze ulega¢ syntezie zapoczatkowanej z wiasnych promotorow, inne
powstajg z intronow lub nici antysensowej genow kodujgcych biatka (Houseley i
Tollervwy, 2009). Nie wiadomo, czy transkrypty te sg funkcjonalne i jaka role odgrywajg

w procesach metabolizmu RNA.

1.2.3.3. Degradacja RNA syntetyzowanych z udziatem polimerazy RNA Pol 111

Polimeraza RNA, Pol Ill, odpowiada za synteze wielu konstytutywnych RNA,
takich jak tRNA, 5S rRNA, U6snRNA oraz SRP (ang. Signal Recognition Particle) RNA.
Dojrzewanie wiekszosci z tych transkryptow jest mniej skomplikowane, niz sktadanie
produktéw pozostatych polimeraz. Dojrzaty koniec 5’ tworzony jest zwykle w miejscu
startu transkrypcji, natomiast ciecie w rejonie 3’-koricowym generuje drugi koniec
czasteczki. Wyjatek stanowig tRNA, u ktérych w dojrzewanie obu koncéw zaangazowane
sg endonukleazy: RNaza P, ktéra dokonuje ciecia w poblizu konca 5’ czasteczki oraz
RNaza Z, odpowiedzialna za dojrzewanie konca 3’. Po cieciu z udziatem tej drugiej, do

38



WSTEP

konca 3’ pre-tRNA przytgczane sg dodatkowo trzy reszty nukleotydowe: CCA (Houseley i
Tollervwy, 2009). Warto rowniez wspomniec, ze koniec 3’ pre-tRNA, pre-5S RNA, SRP a
takze wielu prekursoréw innych niekodujgcych RNA jest zwykle chroniony przed
degradacjg poprzez wigzanie biatka La. Co wiecej, udowodniono, ze biatko La nie tylko
zabezpiecza przed poliadenylacjg z udziatem kompleksu TRAMP lecz rowniez uczestniczy
w fatdowaniu niektérych tRNA (Copela, 2009).

Nasza wiedza na temat kontroli jakoSci czasteczek RNA syntetyzowanych przez
polimeraze Ill, jest zdecydowanie mniejsza niz w przypadku produktéw pozostatych
polimeraz. Stwierdzono, ze zachodzi ona w jadrze przy udziale egzosomu. U drozdzy w
proces ten zaangazowany jest takze kompleks TRAMP (Copela, 2008; Kadaba 2006).
Wiadomo réwniez, ze tRNA z zaburzonym wzorem modyfikacji zasad azotowych jest
eliminowany za pomocg egzonukleazy 5’ Ratl czy XRN1 (Chernyakov, 2008). Ostatnie
doniesienia sugeruja, iz czasteczki tRNA moga podlegac cieciu w petli antykodonowej w
odpowiedzi na warunki stresu oksydacyjnego a powstate w ten sposéb produkty degradacji
sg nastepnie akumulowane w komarce (Thompson, 2008).

Wiadomo, iz komérki eukariotyczne wyksztatcity wiele mechanizméw odpowiedzi
na stres, chronigcych przed jego nastepstwami. Nalezg do nich m. in.: zatrzymanie cyklu
komadrkowego, zmiany ekspresji genow i naprawa uszkodzen DNA powstatych pod
wphywem stresu. W sytuacji krytycznej, gdy uszkodzenia struktur komoérkowych sg zbyt
duze, nastepuje indukcja apoptotycznej badz nekrotycznej Smierci komdrki. Waznym
komponentem odpowiedzi na stres jest kontrolowana zmiana metabolizmu RNA, co
wyraza sie zmiang wzoru syntezy i degradacji, zatrzymaniem translacji lub preferencyjna
syntezg biatek chronigcych przed skutkami stresu. Poniewaz tRNA s3g podstawowym
sktadnikiem maszynerii biosyntezy biatka, moga one uczestniczy¢ w komorkowej
odpowiedzi na stres. W sytuacji niedoboru aminokwasow w komorce, tRNA, ktore nie
moga ulec aminoacylacji, stuzg jako czasteczki sygnalne w procesie prowadzacym do
aktywacji czynnika odpowiedzi na stres, kinazy biatkowej Gen2 (Dong, 2000; Hao, 2005).
Dzieje sie tak m. in. na skutek obsadzenia miejsc A rybosomOw nieaminoacylowanymi
tRNA i zatrzymania translacji. Wiadomo roéwniez, ze w przypadku niedoboru
aminokwasow u Tetrachymena i Aspergillus mozna zaobserwowac akumulacje produktow
degradacji w szczegolnosci rRNA, a takze tRNA (Lee i Collins, 2005; Jochl, 2008).
Podobne zjawisko zostato zaobserwowane 30 lat wcze$niej, z tym, ze dotyczyto
akumulacji produktow degradacji tRNA u pacjentow chorych na raka, a poziom tej

akumulacji w przyblizeniu odpowiadat wielkosci guza (Borek, 1977; Speer, 1979). Jednak
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mechanizm, ktéry generuje obserwowane fragmenty oraz ich biologiczne znaczenie,
pozostajg, jak dotad, niewyjasnione.

Ostatnie doniesienia informujg o odkryciu puli matych czasteczek RNA,
sktadajacej sie gtownie z produktow degradacji tRNA i rRNA u bakterii Streptomyces
coelicolor (Haiser, 2008), a takze u drozdzy (Saccharomyces cerevisiae), Arabidopsis
thaliana oraz w ludzkich liniach komorkowych HelLa i ARPE-19 (Thompson, 2008).
Produkty degradacji tRNA to zwykle fragmenty odpowiadajgce potowom czasteczek, a
wszelkie analizy wskazujg na endonukleolityczne ciecie w petli antykodonowej, jako
mechanizm odpowiedzialny za ich powstanie. Nie wiadomo jednak, czy ciecie jest
generowane przez specyficzne biatko, czy tez ze wzgledu na swa jednoniciowg strukture i
dostepno$¢ petla antykodonowa jest substratem dla nieswoistych enzyméw. U S. coelicolor
fragmenty tRNA i rRNA akumulowane sg w zaleznosci od fazy wzrostu i sktadu podtoza,
osiggajgc maksymalny poziom po 24 godzinach hodowli (Haiser, 2008). W przypadku
organizmow eukariotycznych nie wydaje sie aby obserwowane produkty degradacji
powstawaty na skutek kontroli jakosci RNA i trawienia nieprawidtowych czasteczek.
Poziom ich akumulacji u drozdzy nie zalezy bowiem od prawidtowego dojrzewania tRNA.
W zamian za to, udowodniono, ze ich produkcja znaczgco wzrasta podczas zaistnienia
roznego typu warunkéw stresowych w szczegolnosci w trakcie stresu oksydacyjnego.
Wzrost poziomu akumulacji produktow degradacji tRNA podczas stresu, nie zmienia
natomiast puli dojrzatych funkcjonalnych tRNA, co wyklucza degradacje w celu obnizenia
poziomu biosyntezy biatka (Thompson, 2008). To intrygujace zjawisko wydaje sie
dotyczy¢ wszystkich typow tRNA, cho¢ w przypadku bakterii wiekszos¢ produktow
degradacji dotyczy tRNA o0 najczesciej uzywanych antykodonach (Haiser, 2008). Bez
podania przyczyny tego zjawiska, trudno jest wysuwa¢ wnioski co do potencjalnej funkcji
akumulowanych produktéw degradacji. Pewne hipotezy zaktadajg, ze fragmenty te moga
by¢ zaangazowane w transmisje sygnatu podczas stresu lub tez bezposrednio oddziatujg z
maszynerig translacyjng, hamujac biosynteze biatka (Thompson, 2008). W rozwigzaniu
tego problemu moga by¢ pomocne obserwacje poczynione w trakcie testow nad lekiem
anty-nowotworowym, RNaza o nazwie Onkonaza. Enzym ten dostajac sie do komdrki
guza indukuje apoptoze w sposob skorelowanym z cieciem tRNA i inhibicjg translacji
(Saxena, 2002).
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1.2.3.4. Degradacja RNA syntetyzowanych z udziatem polimerazy RNA Pol IVai IVb

U organizmdw roslinnych scharakteryzowano niedawno dwie polimerazy, Pol IV i
Pol IVb, ktorych aktywno$¢ zwigzane jest z utrzymywaniem wiasciwej struktury
chromatyny i zjawiskiem wyciszania na poziomie transkrypcyjnym (Wierzbicki, 2008).
Poniewaz nieznane sg substraty tych polimeraz, nie wiadomo w jaki sposob mogtaby

zachodzi¢ ich degradacja.

1.2.4. Dlaczego degradacja RNA jest bardzo efektywna?

Zarbwno synteza, jak i degradacja RNA jest procesem niezwykle efektywnym,
dzieki czemu mozliwe jest utrzymanie homeostazy komdrki. Wedtug danych
literaturowych, w komorce istnieje swoista presja selekcyjna, skierowana przeciwko
akumulacji przypadkowych fragmentow RNA. Wiadomo, ze u drozdzy z zablokowanym
mechanizmem TRAMP, fragmenty rRNA i tRNA, ktére u szczepu dzikiego ulegajg
rozktadowi do pojedynczych nukleotyddw, wchodzg na droge procesow interferencji RNA
(Buhler, 2008). Istnieje rowniez zagrozenie, ze akumulacja nadprogramowych krétkich
czasteczek mogtaby zaburza¢ replikacie DNA oraz inne procesy komoérkowe m. in.
poprzez tworzenie sie komplekséw DNA:RNA. Podobng sytuacje obserwuje sie w
przypadku telomerowych ncRNA u drozdzy z nieaktywng egzonukleazg Rat (Luke, 2008).
Akumulacja nadprogramowych RNA powoduje wychwyt biatek z cytoplazmy czy jadra,
co pocigga za sobg deficyt tych czasteczek (Houseley i Tollervwy, 2009). Innym bardzo
waznym atutem sprawnie dziatajgcych systeméw degradacji RNA, jest ochrona
przeciwwirusowa. Niektore grupy wirusow wnoszg do infekowanej komorki swoj materiat
genetyczny w postaci RNA, badz tez, na pewnym etapie wirulencji, uzywajg
komorkowych czynnikow do syntezy czasteczek RNA na bazie wiasnych genomow.
Wirusy te wyksztatcity wiele mechanizmdw i adaptacji, w celu unikniecia degradacji przez
enzymy gospodarza. Niektore wykorzystujac czynniki gospodarza modyfikujg wiasne
transkrypty tak by nasladowaty tRNA lub mRNA (Hong, 1998).

Pomimo wielu przestanek, S$wiadczacych o sprawnosci systemow degradacji
istniejg liczne dowody Swiadczace o selektywnej akumulacji niektorych produktow
posrednich degradacji. Powstaje zatem pytanie, dlaczego pewne czasteczki rozpadajac sie
uwalniajg stabilne produkty degradacji i czy produkty te petnig jaka$ funkcje, a jesli tak, to
jaka?
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Il. CEL PRACY

Poczynione w ostatniej dekadzie obserwacije dotyczace biogenezy i funkcji krotkich
regulatorowych RNA skionity nas do postawienia hipotezy, w mysl ktdrej jednym z
istotnych Zrodet tego typu czasteczek mogg by¢ stabilne produkty przejsciowe powstajgce
podczas degradacji komorkowych RNA (tzw. degradom RNA). Zasadniczym celem
prowadzonych badan byto zatem stwierdzenie, czy proces degradacji RNA zachodzi w
sposob powtarzalny oraz czy prowadzi on do powstania stabilnych produktéw
przejsciowych. Nastepnie staraliSmy sie stwierdzi¢ czy akumulujace sie w komorce

degradanty moga petni¢ funkcje regulatorowe lub stuzy¢ jako specyficzne biomarkery.

Osiggniecie tak zarysowanego celu wymagato realizacji nastepujacych zadan
szczegOtowych:

- opracowania metodologii analizy degradomu RNA;

- ustalenia, w jakim stopniu degradom RNA jest tkankowo-specyficzny;

- zidentyfikowania odpowiednio duzej puli czasteczek wchodzacych w skiad
degradomu;

- zidentyfikowania czasteczek, z ktdrych powstaty poszczegolne degradanty;

- ustalenia czy zidentyfikowane degradanty wykazujg komplementarnos¢ wobec
transkryptow kodujacych biatka;

- okreslenia, w jaki sposéb wybrane czynniki endo- i egzogenne wptywajg na
ksztatt degradomu RNA.
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1. MATERIALY

I11.1. Szczepy bakteryjne

Bradyrhizobium sp. lupini

Subcloning Efficiency™ DH50™ Chemically Competent E. coli (Invitrogen)
F- @80lacZAM15 A(lacZYA-argF)U169 deoR recAl endAl hsdR17(rk -, mk +) phoA
SUpE44 thi-1 gyrA96 relAl A-

One Shot TOP10 Electrocompetent Cells (Invitrogen)
F- mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) @80lacZAM15 AlacX74 recAl araD139 A(araleu) 7697
galU galK rpsL (StrR) endAl nupG

111.2. Materiat roélinny

Arabidopsis thaliana ecotyp Columbia

Mutanty:

Linia CS3089 (allel dcl1-7, locus At1g01040)

Linia SALK 064627 (allel dcl2-1, locus At1g03300)
Linia SALK 005512 (allel dcl3-1, locus At1g43920)
Linia SALK 160G05 (allel dcl4-2, locus At1g20320)

Lubin zotty Lupinus luteus odmiana Ventus

111.3. Gotowe zestawy odczynnikow

Zestaw do izolacji RNA:
MirVana™ miRNA lIsolation Kit frmy Ambion

Zestaw do sekwencjonowania:

BigDye Terminator V1.1. Cycle Sequencing firmy Applera

Zestawy do oczyszczania kwasow nukleinowych:
GFX 96 PCR Purification Kit firmy GE Healthcare
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NAP™ 10 Columns (Sephadex™ G-25 DNA Grade) firmy Amersham Biosciences
Zestaw do frakcjonowania RNA:

flashPAGE™ Fractionator Apparatus ; flashPAGE™ Buffer Kit (Type A); flashPAGE™
Pre-cast Gels (Type A) firmy Ambion

Zestaw do klonowania produktow PCR:
TOPO TA Cloning Kit firmy Invitrogen

111.4. Enzymy

Tab. I11.1. Stosowane enzymy
Enzym Nazwa firmy
PNK Kinaza Fermentas/Invitrogen
Ligaza RNA Promega
Ligaza DNA Promega/Fermentas
Taq Polimeraza Fermentas
Polimeraza Poli(A) Ambion
ER Pstl Fermentas
ER EcoR1 Fermentas
ER Banl/BshNI Fermentas
Odwrotna transkryptaza Invitrogen

111.5. Oligonukleotydy

Oligonukleotydy RNA wykorzystane do optymalizacji techniki dwukierunkowej
elektroforezy (IBA BioTAGnology):

Oligol (40 Nt/20A, 20G)  Mw 13426,44

5’ - GAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGA - 3’
Oligo2 (40 nt/20A, 10G, 10C) Mw 13026,14

5’ - CAGACAGACAGACAGACAGACAGACAGACAGACAGACAGA -3’
Oligo3 (40 nt/8A, 32C) Mw 12337,48

5’ - CCCCACCCCACCCCACCCCACCCCACCCCACCCCACCCCA -3
Oligo4 (40 nt/20A, 10G, 10C) Mw 13026,14

5’ - CACCAACCAACCAACCAACAAGAAGGAAGGAAGGAAGGAG -3
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Oligonukleotydy przytgczane do koncow czasteczek RNA podczas klonowania (IDT Inc.):
3’ End Donor Oligo (komercyjnie dostepny pod nazwg: miRNA cloning linker), koniec 3’
zmodyfikowany poprzez dodanie dideoksynukleotydu

Appl7.91x: 5’-AppCTGTAGGCACCATCAAT/3ddC/- 3’

5" End Acceptor Oligo (hybryda RNA/DNA,; sekwencja DNA oznaczona matymi literami)

17.93R: 5’-atcgtAGGCACCUGAAA-3’

Startery do odwrotnej transkrypcji:

15.22: 5’- ATTGATGGTGCCTAC-3’ (IDT Inc.)

Smartban 5’-ATCGTAGGCACCTGAAAGGG-3’ (Polgen)

RToligol: 5-CGCTGCAGTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTX-3’ (Polgen)
(X — oznacza dowolny nukleotyd)

RToligo2: 5’-ATCGTAGAATTCTGAAAGGG-3’ (Polgen)

Startery do amplifikacji PCR:

17.92: 5-ATTGATGGTGCCTACAG-3’ (IDT Inc.)

17.93D: 5’-ATCGTAGGCACCTGAAA-3’ (IDT Inc.)

Ampl3: 5’-GCGCTGCAGTTTTTTTTTT-3" (Polgen)

M13F: 5’- GTAAAACGACGGCCAG-3* (dotaczony do zestawu TOPO TA Cloning
Invitrogen)

M13R: 5-CAGGAAAVAGVTATGAC-3’ (dotagczony do zestawu TOPO TA Cloning

Invitrogen)

Sondy stosowane podczas hybrydyzacji typu dot blot

Sondy komplementarne do wybranych czasteczek biblioteki RNA70:
Sonda K1 GATTTGAACCAGAGACCTCG

Sonda K2 GGACTTGAACCCTCACGATT

Sonda K3 AATGAAACGAGAGCACTGCT

Sondy homologiczne do wybranych czasteczek biblioteki RNA70:
Sonda P1 CGAGGTCTCTGGTTCAAATC

Sonda P2 AATCGTGAGGGTTCAAGTCC

Sonda P3 AGCAGTGCTCTCGTTTCATT
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111.6. Wzorce dtugosci RNA i DNA

18.113R: 5’-AGCGUAGGGAUCCAAA-3’ (18 nt RNA); IDT Inc.
44.12R: 5’-GGCCAACGUUCUCAACAAUAGUGA-3’ (24 nt RNA); IDT Inc.
M30: 5’-AGGATCCGAAGAAGAAAATGCCATTTGTGA-3’

(30 nt DNA); ARK Scientific

M42: 5’-GCGAAGCTTTGACCATTATTTTTAATTTCTAATTTTACTTTA-3’

(42 nt DNA); ARK Scientific

M73: 5’-GGCAAGTGTTCACCGCGAGCAGAGGTTGGTACATGAACCTGCAACTG
TGTAATTGCTATAGTGAGTCGTATTA-3’ (73 nt DNA); IBB

MassRuler™ DNA Ladder Low Range; Fermentas

111.7. Zele poliakrylamidowe (PAA)

e (CzeSciowo-denaturujacy zel
PAA stosowany do rozdziatu
preparatow RNA w pierwszym

kierunku

e Czesciowo-denaturujacy zel
PAA stosowany do rozdziatu
preparatow RNA w drugim

kierunku

e Denaturujacy zel PAA
stosowany do frakcjonowania

preparatow RNA

1X bufor TBE

10% acrylamid:bisacrylamid (38:2)
4 M mocznik *

0,1% APS

0,1% TEMED

1X bufor TBE

20% acrylamid:bisacrylamid (38:2)
4 M mocznik *

0,1% APS

0,1% TEMED

0,5X bufor TBE

10% acrylamid:bisacrylamid (38:2)
7 M mocznik

0,07 % APS

0,035% TEMED

*Podczas optymalizacji techniki dwukierunkowej elektroforezy stosowano zele o r6znej zawartosci

mocznika: zel denaturujagcy — 7 M mocznik, zel czeSciowo-denaturujacy — 4 M mocznik, zel

natywny - bez mocznika.
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111.8. Odczynniki

Wazniejsze odczynniki:

Odczynnik Producent
Mocznik POCh - Polskie Odczynniki
Tris-HCI POCh

EDTA Sigma

Kwas borowy POCh; Sigma
Akrylamid Sigma
Bis-akrylamid Sigma

APS Sigma
TEMED Sigma
Chloroform POCh

Fenol pH=4,3 ICN Biomedicals
Etanol POCh

BB Serva

XC Serva
Formamid Sigma

NaOH Sigma

btekit toluidyny Serva
metanol POCh

kwas octowy POCh
chlorowodorek guanidyny Sigma

MES Sigma
B-merkaptoetanol Mekck
cytrynian sodu Sigma

[y ¥P] ATP Amersham
X-Gal Fermentas
IPTG Fermentas
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11.9.

Bufory

Bufor do elektroforezy 0,9M TEB pH 8,3

Bufor do elektroforezy TAE pH 8

Bufor TE pH 8

Bufor obcigzajacy — denaturujacy

(ang. Gel Loading Buffer)

Bufor obcigzajacy — niedenaturujacy

(Fermentas; ang. Gel Loading Dye)

Bufor barwigcy RNA w zelu PAA

Bufor lizujacy do izolacji totalnego RNA
pH7

0,9 M Tris
25 mM EDTA
0,9 M H3BO;

40 mM Tris
1 mMEDTA

10 mM Tris pH 7,5
1 mM EDTA

7 M mocznik

0,1% BB

0,1% XC

0,1 MEDTA

10 mM Tris-HCI pH 7,6

60% glicerol

0,03% BB

0,03% XC

60 mM EDTA

1 M cytrynian sodu pH 5,0

0,01% biekit toluidyny
40% metanol

1% kwas octowy

8 M chlorowodorek guanidyny
20 mM MES

20 mM EDTA

50 mM B-merkaptoetanol
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Bufor AMLI

Bufor AMLII

Bufor A T4 PNK 10x (Fermentas)

Bufor B T4 PNK 10x (Fermentas)

Bufor T4 RNA ligazy 10x

Bufor hybrydyzacyjny

Roztwor odmywajacy |

25 mM Tris-HCI pH 8
10 mM EDTA/NaOH pH 8
50 mM Glukoza

2 mg.ml Lizozym

0,2 N NaOH
1% SDS

500 mM Tris-HCI pH 7.6
100 mM MgCl,

50 MM DTT

1 mM spermidyna

1 mM EDTA

500 mM imidazol-HCI pH 6,4
180 mM MgCl,

50 MM DTT

1 mM spermidyna

1 mM EDTA

1 mM ATP

500 mM HERPES-NaOH pH=8,0
100 mM MgCl,
100 mM DTT

5x SSC
20 mM NayHP4pH 7,2
7% SDS

2x Roztwér Denhardta
3x SSC

25 mM NaH;PO4 pH 7,5
5% SDS
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e Roztwor odmywajacy Il 1x SSC
1% SDS

111.10. Pozywki do hodowli bakterii

Pozywki do hodowli Escherichia coli:

Ptynna pozywka LB - 0,5% ekstrakt drozdzowy; 1% trypton; 1% NaCl; pH 7,5

Pozywke statg przygotowywano dodajac agar do uzyskania stezenia koncowego 1,5%.
Pozywke (ptynna badZ z agarem) po sterylizacji schtadzano do temperatury ~50°C, a
nastepnie dodawano antybiotyk selekcyjny: ampicyling (Sigma) - do uzyskania stezenia
koncowego 100 pg/ml lub kanamycyne (Sigma) - do uzyskania stezenia koncowego 100

pg/ml.

Ptynna pozywka SOC - 2% trypton; 0,5% ekstrakt drozdzowy; 10 mM NaCl; 2,5 mM
KCI; 10 mM MgCl,; 10 mM MgSO,; 20 mM glukoza

Pozywke sterylizowano przed dodaniem glukozy

Pozywka do hodowli Bradyrhizobium lupini

Ptynna pozywka YMB - 0,05% K;HPO,; 0,02% MgSOQOy; 0,01% NaCl; 1% mannitol;
0,04 % ekstrakt bacto-yeast; pH 7,0

Pozywke statg przygotowywano dodajac agar do uzyskania stezenia koncowego 1,5%.

Pozywke sterylizowano.

111.11. Pozywka stosowana do podlewania roslin tubinu zo6ttego

Pozywka do podlewania tubinu z6ttego zawierata:
0,525% Ay; 1% As; 1% Ay; 0,5% B; 1%C; 0,01% D; 0,5% EPF; 0,4% F; 0,01% I; 0,01% J

Pozywka pozbawiona azotu nie zawierata roztworow: D, I, J.
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Tabela I11.2. Sktad roztworoéw stosowanych w pozywce do podlewania roslin tubinu z6tego.

Ay MgSO, X 7H,0 98 g/l
A; K2SO4 85 g/l
Ay KClI 10 g/l
B FeSO. x 7H,0 5,56 gl
Na,EDTA x 2H,0 7,58 g/l
C CaCl; x 2H,0 25,2 g/l
D KNO3 102 g/l
EPF MnSO,4 x 5H,0 4 g/l
MnCl, x 4H,0 0,905 g/l
KJ 0,166 g/l
ZnSQOy4 X 7TH,0 1,72 g/l
CoCl; x 6H,0 0,005 g/l
CuSQO4 x 5H,0 0,016 g/l
HsBO3 1,24 g/l
Na,MoO,4 x 2H,0 0,05 g/l
F KH,;PO, 68 g/l
| NH;H,;PO4 23 g/l
J Ca(NOs), x 2H,0 49,2 g/l
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IV. METODY

IV.1. Hodowla Arabidopsis thaliana

Nasiona Arabidopsis thaliana typu dzikiego (ecotyp Columbia), jak i mutantow
wyktadano na wilgotne podtoze torfowe, wernalizowano 24 godziny w temperaturze -4°C i
przenoszono do komor hodowlanych. Przez dwa dni rosliny hodowano w ciemnosci,
nastepnie w statych warunkach: temperatura 21°C, dzien 8 godzin. Rosliny podlewano woda
co 2 dni.

W celu wywotania stresu osmotycznego do podtoza zaaplikowano 150 mM roztwor
NaCl. Po 6 godzinach hodowli rosliny zbierano i zamrazano w cieklym azocie,

przechowywano w temperaturze -80°C do momentu izolacji RNA.

IVV.2. Hodowla tubinu zo6ttego

Nasiona tubinu zéttego Lupinus luteus odmiany Ventus ptukano pod biezacg wodg ok.
20 min i inkubowano 0,5 godziny w komorze sterylizacyjnej w roztworze 2,5% podchlorynu
sodu z dodatkiem kilku kropel detergentu Tween 20. Nastepnie przemywano je jednokrotnie
50% etanolem oraz wielokrotne, sterylng wodg dejonizowang. Po sterylizacji, nasiona
pozostawiano w wodzie w celu specznienia, po czym wyktadano na sterylne szalki Petriego z
wilgotng bibuta. Szalki z nasionami, szczelnie owiniete folig aluminiowg, umieszczano na 2-3
dni w chlodziarce w temperaturze 6°C a nastepnie na 3 dni, w temperaturze 25°C.
Skietkowane nasiona infekowano szczepem Bradyrhizobium lupini, inkubujac je 0,5 godziny
w zawiesinie bakteryjnej zawierajacej roztwdr magnezu. Siewki przenoszono do doniczek z
perlitem. Ro$liny hodowano w statych warunkach: temperatura 24°C, dzien 11 godzin,
codziennie zraszano woda, a co pie¢ dni podlewano pozywka niezawierajacg azotu (Materiaty
I11.11.). 24 i 75 dni po infekcji zbierano tkanke brodawek korzeniowych, ktérg bezposrednio
po zebraniu zamrazano w cieklym azocie i przechowywano w temperaturze -80°C do

momentu izolacji RNA.

52



METODY

IV.3. Elektroforeza dwukierunkowa RNA w zelach PAA (2D-E)

IV.3.1. Izolacja RNA

RNA z komorek roslinnych izolowano przy pomocy zestawu odczynnikéw MirVana
frmy Ambion (wg. protokotu producenta). W rezultacie uzyskiwano istotnie zwiekszong
frakcje krotkich RNA (czasteczki krotsze niz 200 nukleotydow).

1V.3.2. Znakowanie RNA na koncu 5’

RNA izolowany z komorek roslinnych znakowano radioizotopowo na koncu 5’

stosujac kinaze PNK oraz [y **P] ATP. Sktad mieszaniny reakcyjnej podano w Tab. IV.1.

Tabela 1V.1. Sktad mieszaniny reakcyjnej — znakowanie RNA

Skiadnik Stezenie koricowe
RNA 1ug

Bufor (exchange) 10 x stez. 1x

[y 32P] 5000 Ci/mmol 40 - 50 uCi

Kinaza PNK 10U

H,O Uzupetniano do 20 pl

Reakcje prowadzono w temperaturze 37°C przez 10 min (T4 Polinucleotide Kinase
Invitrogen) lub 60 min (T4 Polinucleotide Kinase Fermentas).

Syntetyczne oligonukleotydy RNA wykorzystywane podczas optymalizacji techniki
dwukierunkowej elektroforezy znakowano radioizotopowo na koncu 5’ stosujac kinaze PNK

oraz [y ¥P] ATP. Sktad mieszaniny reakcyjnej podano w Tab. IV.2.

Tabela IV.2. Sktad mieszaniny reakcyjnej — znakowanie oligonukleotydow RNA

Skiadnik Stezenie koricowe

RNA (2 pg, ~ 15 pmoli, 40 nt)
Bufor A PNK 10 x stez. 1x

[y 32P] 5000 Ci/mmol 10 pCi

Kinaza PNK 10U

H,O Uzupetniano do 20 pl

Reakcje prowadzono przez 30 min w temperaturze 37°C (T4 Polinucleotide Kinase
Fermentas).
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1VV.3.3. Elektroforeza w pierwszym Kierunku

Rozdziat RNA prowadzono w 10% zelu PAA z 4 M mocznikiem (eksperymenty
testowe — mocznik opcjonalnie: 4 M, 7 M lub zel natywny) w buforze 1XTEB pH 8
(Materiaty 111.9). Wymiary zelu: 30x60x0,04 cm. Mieszaning RNA nakiadano na zel w
buforze obcigzajagcym (1:1). Elektroforeze prowadzono przy napieciu pradu 300 V, przez 24

do 28 godzin, w temperaturze pokojowe;j.

1VV.3.4. Elektroforeza w drugim kierunku

Po zakonczeniu elektroforezy w pierwszym Kkierunku, wycinano pasek zelu
zawierajagcy RNA o dtugosci od 12 do 120 nt (pomiedzy barwnikami BB i XC zawartymi w
buforze obcigzajagcym, okoto 25 cm) i uktadano rownolegle do krotszej krawedzi szyby
(okoto 5 cm od gornej krawedzi). Pasek zelu zatapiano w 10% zelu PAA z 4 M mocznikiem
(eksperymenty testowe — mocznik opcjonalnie: 4 M, 7 M lub zel natywny). Po
spolimeryzowaniu zelu, w ktorym zatopiono pasek, pozostatg wolng przestrzen miedzy
szybami wypetniono 20% zelem PAA z 4 M mocznikiem (eksperymenty testowe — mocznik
opcjonalnie: 4 M, 7 M Ilub zel natywny). Elektroforeze prowadzono w temperaturze
pokojowej w zelu o wymiarach 30x40x0,04 cm w buforze 1XTEB pH 8 (Materiaty 111.9),
stosujgc napiecie 500 V. Elektroforeze zatrzymywano, gdy barwnik XC osiggat dolng
krawedz zelu. Czas trwania elektroforezy w drugim kierunku wynosit od 22 do 25 godzin.

Po zakonczeniu elektroforezy dwukierunkowej, uwidaczniano znakowane RNA
metodg autoradiografii. W tym celu stosowano klisze rentgenowskie (zwykle ok. 15 godzin
ekspozycji w temperaturze pokojowej) oraz aparat do skanowania materiatbw znakowanych
radioizotopowo: Typhoon 8600 (Molecular Dynamic) wraz z oprogramowaniem
ImageQuante 5.1 lub FujiFilm FLA 5100 wraz z oprogramowaniem MultiGauge 3.0 (czas

ekspozycji ekranu okoto 1-15 godzin).

IV.4. Pozyskanie materiatu do konstrukcji petnej biblioteki RNA18-73

IV.4.1. I1zolacja catkowitego RNA

Tkanke (okoto 5 gramow) ucierano w mozdzierzu (wymrozonym ciektym azotem),
zawieszano w 2,5 objetosci (okoto 12,5 ml) buforu zawierajgcego chlorowodorek guanidyny
(Materiaty 111.9). Zawiesing przenoszono do 50 ml probdwki, wytrzasano 10 min (przy

minimalnej predkosci), nastepnie wirowano 10 min przy 16000 rpm w temperaturze 4°C.
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Faze wodng przenoszono do nowej probdwki i oczyszczano RNA metodg fenol-chloroform
(Metody 1V.4.2). Oczyszczony RNA wytrgcano dodajac 1/9 objetosci 3M octanu sodu pH 5,2
oraz 3 objetoSci 100% etanolu. Probke inkubowano przez noc w temperaturze -20°C, a
nastepnie wirowano przez 30 min przy 16000 rpm w 4°C. Osad przemywano schtodzonym

80% etanolem (4°C), osuszano i rozpuszczano w okoto 500 pl wody (traktowanej DEPC).

IV.4.2. Oczyszczanie RNA metoda fenol-chloroform

Do fazy wodnej roztworu RNA dodawano 1 objetoS¢ mieszaniny
fenol;chloroform:alkohol izoamylowy (50:48:2), zawierajacej 8-hydroxy chinoline (0.1%),
wytrzasano i nastepnie wirowano 10 min przy 16000 rpm w temperaturze 4°C. Faze wodng
przenoszono do nowej probowki i powtarzano ekstrakcje fenolem i chloroformem dwu — lub
trzykrotnie. Nastepnie do zebranej fazy wodnej dodawano 1 objetoS¢ mieszaniny
chloroform:alkohol izoamylowy (48:2), zawierajgcej 8-hydroxy chinoline (0.1%), wytrzasano
I wirowano 10 min przy 16000 rpm w temperaturze 4°C. Faze wodng przenoszono do nowej

probdwki i wytrgcano RNA.

IV.4.3. Wstepne frakcjonowanie catkowitego RNA za pomocg urzadzenia Flash PAGE
fractionator firmy Ambion

Catkowity RNA (okoto 1-1,5 mg) poddawano wstepnemu frakcjonowaniu przy
uzyciu urzadzenia Flash PAGE fractionator firmy Ambion. Probe zawierajgcg catkowity
RNA dzielono na porcje (okoto 50 pl; maksymalnie 100ug RNA), kazdg z porcji taczono z
buforem obcigzajacym w stosunku 1:1 i inkubowano 5 min w 95°C, a nastepnie odstawiano
na 16d (5 min). Jednorazowo na kolumne zelowg (dotgczong do zestawu) nakiadano
maksymalnie 100ul proby z buforem obcigzajacym (dotagczony do zestawu). Elektroforeze
prowadzono przy statym napieciu 75-80 V (2-5 mA), przez okoto 22 min. Zbierano przesgcz
zawierajacy frakcje RNA o diugosci ponizej ~80 nt. Wytrgcano RNA dodajac 1/9 obj. 3 M
octanu sodu pH 5,2; 3 objetosci 100% etanolu oraz glikogen do uzyskania stezenia
koncowego 2 pg/ml. Prébe inkubowano przez noc w temperaturze -20°C, a nastepnie
wirowano przez 30 min przy 16000 rpm w 4°C. Osad przemywano schtodzonym 80%

etanolem (4°C), osuszano i rozpuszczano w wodzie traktowanej DEPC (okoto 50 pl).
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IV.4.4. Oczyszczanie frakcji 18 - 73 nt RNA (RNA18-73) metoda elektroforetyczng

Zageszczong, za pomocg urzadzenia Flash PAGE, frakcje RNA oczyszczano
nastepnie metodg elektroforezy w 10% zelu PAA o wymiarach 15/15/0,1 cm w warunkach
denaturujgcych (Materiaty 111.7). Do proby dodawano formamidowy bufor obcigzajacy
(Materiaty 111.9) w stosunku 1:1, inkubowano 10 min w temperaturze 65°C i odstawiono na
16d (tak samo postepowano z markerami wielkosSci). Przed natozeniem proby, przez 30 minut
prowadzono pre-elektroforeze (przy napieciu pradu 350 V). Ektroforeze wiasciwg
prowadzono ok. 1,5 godz. przy napieciu pradu 350 V, do momentu, gdy barwnik BB, osiggnat
3/4 dtugosci zelu (~12 cm).

Po zakonczeniu elektroforezy, zel barwiono okoto 15 min w wodzie (DEPC) z
dodatkiem bromku etydyny (do uzyskania stezenia koncowego 0,26-0,3 pg/ml). Kierujgc sie
lokalizacjg czasteczek markerowych, wycinano z zelu fragment zawierajacy RNA o dtugosci
od 18 do 73 nukleotyddéw. Fragment zelu rozdrabniano i zalewano okoto 10 objetosciami
wagowymi 0,3 M NaCl. RNA eluowano przez noc w temperaturze 4°C (wytrzasajac, 200
rpm), nastepnie zbierano supernatant i powtarzano elucje przez 8 godzin. Zebrane frakcje
taczono i wytracano RNA (dodajac 3 objetosci 100% etanolu i glikogen do uzyskania stezenia
koncowego 2 pg/ml). Uzyskany RNA18-73 zawieszano w wodzie traktowanej DEPC (okoto
50 pl) .

IV.5. Ogolne zasady konstrukcji petnej biblioteki RNA18-73

W celu uzyskania peinej biblioteki RNA18-73 wykorzystano uzyskang wczesnie
frakcje RNA (oczyszczong za pomocg urzadzenia Flash PAGE oraz metoda
elektroforetyczng). Poszczegdlne etapy konstruowania biblioteki obejmowaty: przytaczenie
krétkich oligomerow do koncow 3’ i 5’ czgsteczek RNA, odwrotng transkrypcje, amplifikacje
metodg PCR, trawienie produktow PCR enzymem restrykcyjnym, fgczenie strawionych DNA
w dtugie tancuchy (konkatamery), ligacje do wektora plazmidowego, transformacje bakterii
produktami ligacji i sekwencjonowanie pojedynczych klondw.

Tworzac biblioteke wykorzystano nastepujace opublikowane wczesniej:

- MicroRNA and siRNA Cloning Protocol - Bartel Lab Protocol; Lau et
al. (2001) Science, 294, 858-6; (http://web.wi.mit.edu/bartel/pub/)

- Small RNA Cloning Protocol — Louise Chappell and Attila Molnar, the Sainsbury
Labolatory; (http://www.tsl.ac.uk/dcb/services/Small_RNA _cloning_protocol.pdf)
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- microRNA Cloning Protocol - MicroRNA cloning protocol, Dr Victor Ambros,

Dartmouth Medical College; (http://www.protocol-online.org/).

IV.6. Ogdlne zasady konstrukcji biblioteki RNA70

Na podstawie autoradiogramu dwukierunkowego rozdziatu RNA (czasteczki od 18 do
~73 nt pochodzace z lisci Arabidopsis thaliana) wytypowano 70 najintensywniejszych plam
odpowiadajgcych czasteczkom wystepujagcym w najwyzszym stezeniu. Wycinano zawierajgce
je fragmenty zelu i tgczono w trzy niezalezne zbiory: frakcja 1 - plamy najintensywniejsze
(24), frakcja 2 — plamy intensywne (29), frakcja 3 — plamy o $redniej intensywnosci (17).
Kazdg frakcje zalewano ok. 10 objetosciami wagowymi 0,3M NaCl i eluoweno z nich RNA
(przez noc w temperaturze 4°C, wytrzasajac z predkoscia 200 rpm). Supernatant zbierano i
ponownie poddawano 8 godzinnej elucji wyciete fragmenty zelu.

Odpowiednie eluaty tgczono i okre$lano zawartos¢ RNA w kazdej frakcji poprzez
pomiar radioaktywnosci. Nastepnie uzyskano mieszanine wszystkich trzech frakcji pobierajac
taka iloSC poszczegolnych eluatéw aby stezenie koncowe wszystkich wyizolowanych RNA
byto zblizone. Wytragcano RNA poprzez dodanie etanolu. Osad RNA osuszano i
rozpuszczono w wodzie traktowanej DEPC. Poszczegdllne etapy konstruowania biblioteki

RNA70 byty analogiczna, jak opisane powyzej, dla petnej biblioteki RNA18-73.

IVV.7. Konstrukcja bibliotek cDNA (identyczna dla obu bibliotek)

IVV.7.1. Przytgczanie oligomeru do konca 3’ czasteczek RNA.

Reakcje przytaczania oligomeru Appl7.91x do tworzgcych biblioteke czasteczek
RNA prowadzono w 50ul mieszaniny reakcyjnej, ktérej sktad podano w Tab. IV.3.

Tabela IV.3. Sktad mieszaniny reakcyjnej — przytaczanie oligomeru App17.91x

Skiadnik Stezenie koricowe
5x bufor do ligacji 1x

oligomer App 17.91 ~4-6 yM

T4 RNA Ligase 10U/pl (Promega) 30U

Roztwér RNA ~ 35l

H,O Uzupetniano do 50 pl

Reakcje prowadzono 2 godziny w temperaturze pokojowej; bez udziatu ATP. Po

uptywie 2 godzin reakcje zatrzymano dodajac jedng objeto$¢ formamidowego buforu
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obciazajacego (Materiaty 111.9). Probe inkubowano 10 min w temperaturze 65°C, nastepnie
odstawiano na 16d. Zmodyfikowany RNA oczyszczano za pomocg elektroforezy w 10% zelu
PAA w warunkach denaturujacych (Metody 1V.4.4). Z zelu wycinano fragment zawierajacy
czagsteczki RNA o wielkosci od ~30 do 100 nukleotydéw. RNA oczyszczano z zelu w opisany
poprzednio sposdb (Metody 1V.4.4), a nastepnie rozpuszczano w wodzie (okoto 30 pl) i

stosowano w kolejnych etapach klonowania.

1VV.7.2 Przytaczanie oligomeru do korica 5’ czgsteczek RNA

Reakcje przytaczania oligomeru 17.93R do RNA prowadzono w 30ul mieszaniny

reakcyjnej, ktéra sktad podano w Tab. IV .4.

Tabela 1V.4. Sktad mieszaniny reakcyjnej — przytgczanie oligomeru 17.93R

Skiadnik Stezenie koricowe
Bufor reakcyjny 10 x stezony (Promega) 1x

oligomer 17.93R ~20 uM

T4 RNA Ligase 10U/ul (Promega) 30U

RNA (po pierwszej ligacji ) ~20 pl

H,O Uzupetniano do 30 pl

Reakcje prowadzono 6 godzin w temperaturze pokojowej. Reakcje zatrzymano
dodajac jedng objetos¢ buforu formamidowego (Materiaty 111.9). Prébe denaturowano
termicznie poprzez inkubacje 10 min w 65°C i gwattowne schiodzenie na lodzie.
Zmodyfikowany RNA oczyszczano za pomocg elektroforezy w 10% zelu PAA w warunkach
denaturujacych (Metody 1V.4.4). Z zelu wycinano fragment zawierajgcy czasteczki RNA o
wielkosci od 50 do 110 nukleotydow. RNA wymywano z zelu i wytrgcano w opisany
poprzednio sposob (Metody 1V.4.4).

IVV.7.3. Odwrotna transkrypcja - |

Do okoto 10 pl roztworu RNA uzyskanego po obu reakcjach przytgczania
oligomerow, dodawano 2 pl 100uM roztworu startera 15.22 i 20 pl H,O. Mieszanine
inkubowano 2 min w 72°C, nastepnie zwirowywano i pozostawiano 2 min na lodzie. Do

préby dodawano pozostate sktadniki mieszaniny reakcyjnej, ktérej sktad podano w Tab. IV.5.
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Tabela 1V.5. Sktad mieszaniny reakcyjnej — odwrotna transkrypcja |

Skiadnik Stezenie koncowe
5x First Strand Buffer 1x

dNTP 0,4 mM

DTT 8,57 M

Super Script 11 RT (200U/ pl) 400U

Przed dodaniem enzymu mieszanine ogrzewano 2 min w 48°C. Reakcje prowadzono
1 godzine w temperaturze 48°C. Z uzyskanego cDNA, 5 pl poddawano amplifikacji metoda

PCR, a pozostaty materiat przechowywano w temperaturze -20°C.

IV.7.4. Odwrotna transkrypcja - Il (opcja alternatywna bez przytaczania oligomeru do

konca5’)

Do 12,6 pl roztworu RNA uzyskanego po reakcji przytgczania oligomeru do konca 3’
dodawano 8,4 pl mieszaniny Mix Oligo (5 pM starter Smartban i 5 pM starter 15.22.),
inkubowano 2 min w temperaturze 72°C, zwirowywano i pozostawiono 2 min na lodzie.
Nastepnie dodawano 16,8 yl Mix RT (1x First Strand Buffet; 2,5 mM dNTP; 5 mM DTT)
probke ogrzewano 2 min w 48°C, po czym inicjowano reakcje przez dodanie 600U odwrotnej
transkryptazy Super Script 1. Reakcje prowadzono 1 godzine w temperaturze 48°C.
Uzyskany cDNA poddawano amplifikacj metodg PCR.

IV.7.5. Amplifikacja cDNA

5 pl roztworu cDNA, powstatego w reakcji odwrotnej transkrypcji, powielono w
reakcji PCR, w 100 pl mieszaniny reakcyjnej, ktorej sktad podano w Tab. 1V.6. Warunki
amplifikacji podano w Tab. IV.7.

Tabela IV.6. Sktad mieszaniny reakcyjnej PCR

Skiadnik Stezenie koricowe
10x bufor reakcyjny (Fermentas) 1x

2mM dNTP 0,2 mM

25 mM MgCl, 1,35 mM

17.92 oligo 1uM

17.93D oligo 1uM

Taq Pol (Fermentas) 5U/ pl 10U

H,0O Dopetniano do 100 pl

59



METODY

Tabela 1V.7. Warunki amplifikacji PCR

Etap Temperatura Czas oS¢ powtorzen
Denaturacja wstepna | 94°C 2 min 1

Denaturacja 94°C 30 sek

Hybrydyzacja 50°C 30 sek 30

Elongacja 72°C 30 sek

Elongacja koricowa | 72°C 5 min 1

Produkty reakcji PCR oczyszczano metodg ekstrakcji fenol-chloroform (Metody
IV.4.2). DNA wytrgcano z roztworu przez noc w -20°C, dodajac wczesniej 0,06 objetosci 5
M NaCl oraz 3 obj. 100% etanolu. Prébe wirowano przez 30 min z predkoscig 16000 rpm w
temperaturze 4°C. Osad przemywano schtodzonym 80% etanolem (4°C), osuszano i
rozpuszczono w wodzie traktowanej DEPC. Jakos¢ produktow amplifikacji PCR sprawdzano

rozdzielajac je w 2% zelu agarozowym.

IV.7.6. Trawienie restrykcyjne czasteczek cDNA

Produkty amplifikacji PCR trawiono enzymem restrykcyjnym Ban | w 300 pl
mieszaniny reakcyjnej zawierajacej: bufor reakcyjny (bufor ,,0” Fermentas) 1x, enzym
restrykcyjny 0,67 U/ul. Reakcje prowadzono 4 godz w temperaturze 37°C. Produkty trawienia
oczyszczano metodg fenol-chloroform (Metody 1V.4.2).

IV. 7.7. Laczenie produktow trawienia cDNA w ,,konkatamery”

Trawiony enzymem Banl DNA rozpuszczano w 10 pl mieszaniny reakcyjnej
zawierajgcej: 1x bufor do ligacji oraz 0,3U ligazy/ul. Reakcje prowadzono 6 godzin w
temperaturze  pokojowej.  Nastepnie  reakcje  zatrzymywano poprzez  dodanie
niedenaturujgcego buforu obcigzajgcego. Catg mieszaning reakcyjng rozdzielano w 2% zelu
agarozowym (niskotopliwa agaroza: GTG Nusive Agaroze), zawierajagcym bromek etydyny
(w stezeniu koncowym 0,2 pg/ml), w buforze 1x TAE (Materiaty 111.9). Produkty ligacji
oczyszczano metodg ekstrakcji z zelu. Z zelu wycinano fragment zawierajgcy konkatamery
DNA dtugosci od okoto 150 nt do 700 nukleotyddéw. Do rozdrobnionego zelu dodawano 10
objetosci wagowych buforu (gel-melting solution; Materiaty 111.9) i topiono inkubujac okoto
10 min w temperaturze 65°C. DNA oczyszczano metodg fenol-chloroform (Metody 1V.4.2).
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1VV.7.8. Wprowadzanie cDNA do plazmidu pCR 2.1-TOPO

Konce konkatameréw cDNA wypetniano stosujac enzym Taq Polimeraze
(Fermentas). W tym celu do osadu konkatameréw cDNA dodawano poszczegoélne sktadniki

mieszaniny reakcyjnej, ktorej sktad podano w Tab. 1V.8.

Tabela 1V.8. Sktad mieszaniny reakcyjnej — wprowadzanie cDNA do plazmidu pCR2.1-TOPO

Skiadnik Stezenie koricowe
10x bufor reakcyjny (Fermentas) 1x

2mM dNTP 0,2 mM

25 mM MgCl, 1,6 mM

Taq Pol (Fermentas) 5U/ pl 0,167 U/ul

H,O Dopetniano do 10 pl

Mieszanine inkubowano 5 min w temperaturze 72°C. Wprowadzanie cDNA do
plazmidu pCR 2.1-TOPO przeprowadzono zgodnie z protokotem dotgczonym do zestawu
odczynnikéw TOPO TA Clonong Kit (Invitrogen). Mieszanine poligacyjng odsalano stosujac
filtry 0,025 pm (Millipore Membrane Filters 0,025 pm).

IVV.7.9. Transformacja bakterii

Elektro-kompetentne komoérki One Shot TOP10 rozmrazano 15 min na lodzie,
dodawano 5 pl oczyszczonej mieszaniny ligacyjnej, delikatnie wytrzasano i przenoszono do
schtodzonej kuwetki elektroporacyjnej. Przeprowadzono elektroporacje stosujac nastepujace
parametry: woltaz - 2,5V, pojemnos$¢ — 25 pF, opdr - 200Q.

Po transformacji do bakterii dodawano 0,5 ml pozywki SOC i hodowano 45 min w
temperaturze 37°C wytrzasajac z predkosciag 200 rpm. Nastepnie cato$é hodowli bakteryjnej
przenoszono w porcjach: 2x50 pl, 100 pl i 200 pl na szalki z pozywka (LB z X-Gal: 7 pg/
cm?, ampicylina 100mg/ml). Po 12-16 godzinach inkubacji (w temperaturze 37°C)
uzyskiwano pojedyncze kolonie bakterii. Koloniami bakteryjnymi o biatym i lekko btekitnym
zabarwieniu zaszczepiano 3ml ptynnej pozywki LB (ampicylina 100 mg/ml). Hodowle
inkubowano 24 godziny w temperaturze 37°C, wytrzasajac z predkoscig 300 rpm. Z hodowli

izolowano plazmidowy DNA.
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1VV.7.10. 1zolacja plazmidowego DNA

Hodowle bakteryjng po catonocnej inkubacji wirowano 2 min z predkoscig 14 000
rpom w temperaturze 4°C. Po usunieciu pozywki, do osadu bakteryjnego dodawano 100 pl
roztworu ALM1 (Metody I111.9). Bakterie zawieszono w roztworze i inkubowano na lodzie.
Po 30 minutowej inkubacji dodano 200 pl $wiezo przygotowanego roztworu AML2 (Metody
111.9), doktadnie wymieszano i inkubowano przez kolejne 5 min na lodzie. Dodawano 150 pl
3 M octanu sodu pH 4,8, nastepnie pozostawiono na lodzie przez 1 godzing, od czasu do
czasu mieszajac. Probe wirowano 5 min z predkoscig 14 000 rpm w temperaturze 4°C.
Zbierano okoto 0,4 ml supernatantu, przenoszono go do nowej probéwki i dodawano 1 ml
schtodzonego etanolu (4°C). Pozostawiono na minimum 30 min w temperaturze -20°C,
nastepnie wirowano 15 min z predkoscig 14 000 rpm. Doktadnie usuwano supernatant, a osad
rozpuszczano w 100 pl 0,1 M octanu sodu pH 6. Dodawano 200 ul schtodzonego etanolu
(4°C), pozostawiono prébki na minimum 10 min w temperaturze -20°C i ponownie wirowano
z szybkoscig 14 000 rpm. Supernatant usuwano a uzyskany osad suszono i rozpuszczano w 40
ul buforu TE (Metody 111.9).

IV.7.11. Analiza klonéw bakteryjnych

W celu sprawdzenia czy uzyskane plazmidy zawierajg inserty o pozadanej wielkosci
poddawano je trawieniu enzymami restrykcyjnymi - sktad mieszaniny reakcyjnej podano w
Tab. IV.9.

Tabela I'V.9. Sktad mieszaniny reakcyjnej — trawienie restrykcyjne plazmidowego DNA

Skiadnik Stezenie koricowe
Roztwor plazmiu 4 ul

10x bufor reakcyjny (Fermentas) 1x

Enzym EcoRl 0,167 U/ul

RNaza A 0,033 pg/ pl

H,O Dopetniano do 15 pl

Trawienie restrykcyjne prowadzono od 2 do 4 godzin w temperaturze 37°C.
Mieszanine reakcyjng analizowano metodg elektroforezy w 2% zelu agarozowym
(zawierajagcym bromek etydyny). Do dalszych badan wybierano plazmidy zawierajgce inserty
o wielkosci od 150 do 700 nt.
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V. 7.12. Sekwencjonowanie.

Wyselekcjonowane plazmidy poddawano sekwencjonowaniu przy uzyciu zestawu
BigDye Terminator V1.1. Cycle Sequencing firmy Applera w aparacie ABI PRISM 310

Genetic Analyzer. Sktad mieszaniny reakcyjnej podano w Tab. IV.10, a warunki w jakich

prowadzono reakcje sekwencjonowania w Tab. 1V.11.

Tabela 1V.10. Skfad mieszaniny reakcyjnej — reakcja sekwencyjonowania

Skiadnik Stezenie koricowe
Plazmid 150-300 ng

5x Big Dye Sequencing Buffer 1x

Starter M13R 3 pmole
50%DMSO 5%

Terminator Ready Reaction Mix V1.1 1yl

H,O

Dopetniano do 20 pl

Tabela 1V.11. Warunki reakcji sekwencyjonowania

Etap Temperatura Czas llos¢ powtdrzen
Denaturacja wstepna 96°C 1 min 1

Denaturacja 96°C 30 sek

Hybrydyzacja 50°C 30 sek 30

Elongacja 60°C 3 min

Elongacja koricowa 60°C 5 min 1

Oczyszczanie mieszaniny reakcyjnej odbywato sie wedtug protokotu zamieszczonego
ponizej:

- Do mieszaniny reakcyjnej dodawano 2 pl 125 mM EDTA oraz 50 pl 100% etanolu.
Wytrzasano przez kilka sekund i inkubowano w ciemnos$ci w temperaturze pokojowej przez
15 min.

- Prébe wirowano 30 min z predkoscig 14 000 rpm w temperaturze 4°C. Supernatant
doktadnie usuwano. W celu usuniecia resztek soli osad przemywano schtodzonym 70%
etanolem.

- Wirowano 10 min z predkoscia 14 000 rpm w temperaturze 4°C. Supernatant

usuwano, osad doktadnie suszono a nastepnie rozpuszczano w 10 pl formamidu.
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I1V.8. Klonowanie indywidualnych czasteczek RNA izolowanych z zelu

Na podstawie autoradiogramu dwukierunkowego rozdziatu preparatu RNA
pozyskanego z lisci Arabidopsis thaliana (Metody 1V.3) wytypowano najintensywniejsze
plamy a nastepnie wycieto zawierajgce je fragmenty zelu. Kazdy z wycientych fragmentow
rozdrobniono, umieszczono w osobnej probdwce, a po dodaniu okoto 10 objetosci wagowych
0,3 M NaCl, eluowano z niego RNA (przez noc w temperaturze 4°C, wytrzasajac z predkoscia
200 rpm). Supernatanty zbierano, a wyciete fragmenty zelu ponownie poddawano 8 godzinnej

elucji. Uzyskane po wytrgcaniu etanolem osady RNA osuszano.

IVV.8.1. Poliadenylacja konca 3’ czasteczek RNA

Kazda z wyizolowanych czasteczek RNA poddano reakcji poliadenylacji. Do osadu
RNA (strgconego za pomocg etanolu) dodawano pozostate sktadniki mieszaniny reakcyjnej,
ktorej sktad podano w Tab. VI1.12.

Tabela 1V.12. Skfad mieszaniny - poliadenylacja RNA

Skiadnik Stezenie korcowe
Bufor PAP (Ambion) | 1x

MnCl, 2,5mM

ATP 1 mM

PAP enzym (Ambion) | 0,4U/ul

H,O Dopetniano do 20pl

Reakcje prowadzono 1 godzine w temperaturze 37°C.

Po reakcji poliadenylacji, RNA poddawano odwrotnej transkrypcji (Metody 1V.7.4)
stosujgc mieszanine starteréw (Mix Oligo: 5 uM starter RToligol i 5 uM starter RToligo2).
Uzyskany cDNA amplifikowano w reakcji PCR (Metody 1V.7.5), stosujac jako startery
RToligo2 i Ampl3 (Materiaty 111.5).

IV.8.2. Trawienie restrykcyjne czasteczek cDNA oraz plazmidu pUC19

Produkty amplifikacji PCR trawiono enzymami restrykcyjnymi EcoR1 i Pstl w 50l
mieszaninie reakcyjnej zawierajacej: bufor reakcyjny (bufor ,,0+” Fermentas) 1x, enzymy
restrykcyjne 0,5U/ul kazdy. Reakcje prowadzono 4 godz. w temperaturze 37°C. Produkty

trawienia oczyszczano metodg fenol-chloroform (Metody 1V .4.2).
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Jednocze$nie tymi samymi enzymami trawiono 0,5 pg plazmidu pUC19. Po trawieniu
plazmid oczyszczano z wykorzystaniem zestawu odczynnikdw GFX 96 PCR Purification Kit
GE Healthcare (zgodnie z protokotem producenta).
1V.8.3. Wprowadzanie cDNA do plazmidu pUC19

Do uzyskanych osadow zawierajagcych produkty trawienia cDNA (strgconego za

pomocg etanolu) dodano poszczegdlne sktadniki mieszaniny ligacyjnej — Tab 1V.13.

Tabela 1V.13 Sktad mieszaniny reakcyjnej — wprowadzanie cDNA do plazmidu pUC19

Skiadnik Stezenie koricowe
10x bufor do ligacji 1x

pUC19 (po trawieniu) 50 ng

DNA Ligase 2-3U/ul (Promega) 0,2U/ul

H,O Uzupetniano do 10pl

Reakcje prowadzono przez noc w temperaturze 4°C, nastepnie mieszaning reakcyjna

transformowano bakterie.

IVV.8.4. Transformacja bakterii

Chemi-kompetentne komorki DH5a (100ul) rozmrazano 15 min. na lodzie, dodawano
10 pl mieszaniny ligacyjnej (Tab. 1V.13), delikatnie mieszano i pozostawiono kolejne 30 min
na lodzie. Przeprowadzano stres cieplny 40s w temperaturze 42°C nastepnie bakterie
ponownie odstawiano na lod. Kolejne etapy hodowli bakterii po transformacji przebiegaty
wedtug opisu zamieszczonego rozdziale Metody 1V.7.9.

Z hodowli bakteryjnej izolowano plazmidowy DNA (Metody 1V.7.10) a uzyskane
pojedyncze klony poddawano sekwencjonowaniu przy uzyciu zestawu BigDye Terminator
V1.1. Cycle Sequencing firmy Applera oraz aparatu ABI PRISM 310 Genetic Analyzer
(Metody 1V.7.12).

IVV.9. Hybrydyzacja typu Dot blot

1VV.9.1. Elektrotransfer

Do poszczeg6lnych RNA, izolowanych z fragmentow zelu zawierajacych pojedyncze

plamy, dodawano EDTA do stezenia koricowego 5 mM. Préby denaturowano termicznie 5
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min w temperaturze 65°C, nastepnie inkubowano 15 min w temperaturze pokojowej i
dodawano roztwor 20x SSC w stosunku 1:1. Tak przygotowane preparaty RNA naktadano
kolejno  do  studzienek  aparatu SRC-96 Minifold-Vakuum-Filtrationssystem
(Schleicher&Schuell). Stosujgc elektrotransfer, kazdg z préb przenoszono na filtr nylonowy
(Hybond-N+; Amersham Biosciences) o rozmiarach 8cm/12,5 cm, umieszczony wczesniej na
bibule Whatman 3MM w aparacie. Bibute i filtr nylonowy przed umieszczeniem w aparacie
zmoczono roztworem 10x SSC. Po transferze RNA, filtr dodatkowo przemywano roztworem
10x SSC, a nastepnie suszono w temp. pokojowej. RNA, wigzano z membrang przez
inkubacje w temperaturze 80°C przez 2 godziny.

Poniewaz eluaty RNA nanoszone na filtr nylonowy, pochodzity z preparatu
znakowanego radioizotopowo, dokonano pomiaru radioaktywnosci przy uzyciu urzadzenia do
skanowania materiatdw znakowanych radioizotopowo. Filtr umieszczony byt w kasecie z
ekranem przez okoto 30 min. Odczyt pozwolit na uzyskanie obrazu wyjsciowego,

porownawczego dla kolejnych analiz.

IV.9.2. Prehybrydyzacja

Filtr ze zwigzanymi czasteczkami RNA przeptukano 2x SSC i umieszczono w
cylindrze do hybrydyzacji. W celu zablokowania miejsc mogacych niespecyficznie wigzaé
kwasy  nukleinowe  przeprowadzono  tzw.  prehybrydyzacje.  Porcje  buforu
prehybrydyzacyjnego (Materiaty 111.9), ok. 25 ml, podgrzano do 50°C do zupetnego
rozpuszczenia skfadnikow, nastepnie dodawano zdenaturowany termicznie preparat DNA
spermy tososia do stezenia koncowego 400ug/ml. Roztwor prehybrydyzacyjny dodawano do
cylindra z umieszczonym wewnatrz filtrem. Prehybrydyzacje prowadzono przez noc w

temperaturze 50°C, delikatnie wytrzasajac.

1VV.9.3. Przygotowanie sond DNA

Sondy DNA (Materiaty 111.5) zaprojektowano w oparciu o sekwencje zidentyfikowane
w bibliotece wyselekcjonowanych RNA18-73.

Wybrane sondy (oligonukleotydy DNA), o sekwencji komplementarnej do najczesciej
wystepujacych czasteczek biblioteki  wyselekcjonowanych RNA18-73, znakowano
radioizotopowo na koncu 5’ przy uzyciu kinazy PNK oraz [y ®P] ATP. Sktad mieszaniny

reakcyjnej podano w Tab. 1V.14.
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Tabela 1V.14. Sktad mieszaniny reakcyjnej - znakowanie sond DNA

Skiadnik Stezenie koricowe
Roztwor RNA (~20 nt, 20 pmoli)
Bufor A PNK 10 x stez. 1x

[y 32P] 5000 Ci/mmol 10 uCi

Kinaza PNK 10U

H,0O Uzupetniano do 20 pl

Reakcje prowadzono 30 min w temperaturze 37°C (T4 Polinucleotide Kinase
Fermentas).

Mieszanine reakcyjng oczyszczano stosujac zestaw NAP™ 10 Columns (Sephadex™
G-25 DNA Grade; Amersham Biosciences) wedtug zalecen producenta. Za pomocg licznika

scyntylacyjnego dokonywano pomiaru radioaktywnosci sondy.

IV.9.4. Hybrydyzacja

Z cylindra z umieszczonym wewnatrz filtrem nylonowym usuwano roztwér
prehybrydyzacyjny. Do nowej porcji buforu, 10 ml, dodawano wyznakowang radioizotopowo
i zdenaturowang termicznie sonde DNA w ilosci 5 000 000 cpm. Hybrydyzacje prowadzono
przez noc w temperaturze 50°C, delikatnie wytrzasajac. W kolejnych eksperymentach

testowych obnizano temperature hybrydyzacji kolejno do 45°C i 40°C.

IV.9.5. Odptukiwanie

Po zakonczeniu hybrydyzacji usuwano bufor hybrydyzacyjny i przeptukiwano filtr 30
ml buforu odmywajacego | (Materiaty 111.9). Nastepnie ptukano membrane 3-krotnie przez 30
min, kazdorazowo w 30 ml buforu odmywajgcego I, w temperaturze hybrydyzacji. Nastepnie
filtr przenoszono do naczynia zawierajgcego bufor odmywajacy Il (Materiaty 111.9). i
inkubowano 15 min w temperaturze pokojowej. Po odptukaniu, filtr odsgczano z nadmiaru
ptynu i umieszczano w szczelnym foliowym woreczku. Dokonywano pomiaru
radioaktywnosci W tym celu stosowano aparat do skanowania materiatdbw znakowanych
radioizotopowo (filtr umieszczony byt w kasecie z ekranem przez 0,5 - 24 godziny).
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V. WYNIKI

V.1. Analiza degradomu RNA

Pie¢ lat temu, czyli w chwili rozpoczecia badan prezentowanych w niniejszej
rozprawie, pojecie degradom RNA praktycznie nie wystepowato w literaturze Swiatowe;.
Dopiero w ostatnich kilku latach zaczety pojawiac sie pierwsze prace dotyczace analizy
stabilnych produktéw degradacji RNA. Podstawowym problemem, jaki nalezato rozwigzac
przed przystgpieniem do jakichkolwiek eksperymentow byto wiec mozliwie precyzyjne
zdefiniowanie obiektu badan oraz opracowanie ich metodyki. Wstepnie przyjeto zatem, ze
degradomem RNA nazywac bedziemy zbior wszystkich czasteczek, ktore powstaty w wyniku
rozpadu wiekszych funkcjonalnych RNA i z jaki$ wzgledow nie zostaty zdegradowane do
pojedynczych nukleotyddéw. W zaleznosci tego, z jakiego materiatu wyizolowany zostat RNA
mozemy mowic o roznych typach degradomu np. komérkowym lub tkankowym.

Zgodnie z przyjetg definicjg elementem degradomu bedg zaréwno wielotysieczne
czasteczki powstate w rezultacie rozpadu transkryptow pierwotnych jak i kilkudziesiecio- czy
kilkunastonukleotydowe produkty degradacji tRNA. Nie ulega watpliwosci, iz analiza takiej
puli molekut nastrecza¢ moze wiele trudnych do pokonania probleméw. Po pierwsze,
wymaga znajomosci catego transkryptomu badanych komarek lub tkanek. Brak informacji na
temat wszystkich syntetyzowanych transkryptow nie pozwala stwierdzi¢ czy dany RNA
istotnie powstat w wyniku degradacji. Po drugie, obecnie nie dysponujemy odpowiednim
oprzyrzadowaniem umozliwiajagcym systematyczne badania tak zréznicowanych czasteczek
RNA. Taki stan rzeczy wymusza ograniczenie zbioru badanych RNA do tych, o ktorych z
bardzo duzym prawdopodobienstwem stwierdzi¢ mozemy, ze sg produktem degradacji.
Biorgc pod uwage wielko$¢ réznego typu RNA zdecydowano by w pracy tej skupi¢ sie
wytgcznie na czasteczkach mniejszych od tRNA. Analizowana pula powinna zatem zawierac
gtownie produkty degradacji oraz krotkie regulatorowe RNA.

Kolejnym problemem byt dob6r odpowiedniej metodyki badawczej. W pierwszej
chwili sadzi¢ by mozna, ze tzw. glebokie sekwencjonowanie (ang. deep sequencing) bedzie
optymalng metoda. Nalezy jednak pamietac, jaki byt stan zaawansowania tej technologii
przed kilkoma laty. Metoda 454 firmy LifeScience, oferowata sekwencjonowanie
ograniczonej puli (okoto 500 000) dtuzszych tj. okoto 300-500 nt odcinkow DNA/RNA.
Bardziej przydatna do naszych celow metoda Solexa firmy Illlumina pozwalata uzyskaé

sekwencje zdecydowanie wiekszej liczby molekut jednak nie dtuzszych jak 30 nt. Dodatkowo
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w chwili rozpoczecia badan nie byliSmy w stanie jednoznacznie stwierdzi¢, z jaka liczbg, jak
zréznicowanych czasteczek bedziemy mieli do czynienia. Bioragc pod uwage powyzsze
wzgledy postanowiono opracowa¢ metodologie analizy degradomu RNA w oparciu o
Klasyczng technike rozdziatu elektroforetycznego kwasow nukleinowych w Zelach
poliakrylamidowych (PAA). W tym celu postuzono sig, opisang w latach 70 ubiegtego

stulecia, metodg dwukierunkowej elektroforezy czasteczek RNA.

V.1.1. Optymalizacja techniki dwukierunkowej elektroforezy (2D-E) RNA - badania

modelowe

Podstawowy problem, jaki nalezato rozwigza¢ przed przystapieniem do wiasciwych
badan, dotyczyt wptywu denaturacji na rozdzielczo$¢ wybranej metody. Aby go rozwigzac,
przeprowadzono szereg rozdziatow w zelach PAA o réznej zawarto$ci mocznika. Rozdzielang
probe stanowita mieszanina syntetycznych oligonukleotydbw RNA o zaprojektowanej
sekwencji (Materiaty 111.5). Dlugos¢ kazdej czasteczki w mieszaninie wynosita 40 nt.
Oligonukleotyd oznaczony cyfrg 1 charakteryzowat sie najwiekszg masg czasteczkowg (Mw
13426,44) ze wzgledu na znaczng przewage reszt guanozyny. W sekwencji czasteczki
oznaczonej cyfrg 2 dominowaty reszty adenozyny, stad tez jej masa czasteczkowa byta
odpowiednio mniejsza (Mw 13026,14). Najlzejsza za$ czasteczkg byt bogaty w reszty
cytozyny oligonukleotyd 3 (Mw 12337,48). Sekwencja wszystkich wyzej wymienionych
oligonukleotydow zostata zaprojektowana w taki sposéb, aby uniemozliwi¢ tworzenie sie
stabilnych struktur drugorzedowych i oddziatywan miedzyczasteczkowych. W ten sposob
zminimalizowano wptyw struktury drugorzedowej na szybko$¢ migracji tych czasteczek w
zelach PAA. Ostatni oligonukleotyd, oznaczony cyfrg 4, odpowiadat masg czgsteczkowsq i
sktadem nukleotydowym czasteczce nr 2. Jednakze zmieniona kolejnos¢ nukleotydéw w jego
sekwencji powodowata, iz mogt on przybrac stabilng strukture typu spinki do wiosow o

temperaturze topnienia Tm wynoszacej okoto 52°C (Rys. V.1).

69



WYNIKI

Oligol (40 nt/20A, 20G) Mw 13426,44
5" - GAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGA -3
Oligo2 (40 nt/20A, 10G, 10C) Mw 13026,14
5" - CAGACAGACAGACAGACAGACAGACAGACAGACAGACAGA -3
Oligo3 (40 nt/8A,32C) Mw 12337,48
5’ - CCCCACCCCACCCCACCCCACcccAcececAceeecAaceeeA -3
Oligo4 (40 nt/20A, 10G, 10C) Mw 13026, 14
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Rysunek V.1. Syntetyczne oligonukleotydy RNA. Jedynie czasteczka Oligo4 mogta przyjmowac
stabilng strukture typu spinki do wioséw (Tm~52°C).

Mieszanine wszystkich czterech oligonukleotydéw znakowano radioizotopowo i

rozdzielano w zelach poliakryloamidowych w dwoch kierunkach. Rozdziaty w pierwszym

kierunku prowadzono w 10% zelu PAA o roznym stezeniu mocznika: zel denaturujacy (7 M

mocznik), zel

czeSciowo-denaturujacy (4 M mocznik) oraz w zelu natywnym,

niezawierajgcym mocznika (Rys. V.2). Uzyskany za pomocg autoradiografii obraz wykazat,

iz najefektywniejszy rozdziat uzyska¢ mozna w zelu natywnym.
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i -

Rysunek V.2. Rozdziat eklektroforetyczny w pierwszym kierunku mieszaniny syntetycznych

oligonukleotydéw. A - zel denaturujgcy (7 M mocznik); B — Zel czesciowo-denaturujacy (4 M
mocznik), C — Zzel natywny bez mocznika. 1-4 numery rozdzielanych oligonukleotydéw (opis w
tekscie); R — mieszanina wszystkich oligonukleotydéw. Obraz uzyskano za pomocg aparatu do

skanowania materiatow znakowanych radioizotopowo.

Rozdzielone w r6znych warunkach oligonukleotydy RNA poddano elektroforezie w
drugim kierunku. Prowadzono jg w 20% zelu PAA stosujac rdozne stezenie mocznika: zel
denaturujacy — 7 M mocznik, zel czeSciowo-denaturujgcy — 4 M mocznik oraz zel natywny,
bez mocznika. Uzyskane za pomocg autoradiografii obrazy dwukierunkowego rozdziatu RNA
przedstawiono na Rys. V.3. Okazato sig, iz rowniez w tym przypadku najlepszy rozdziat
uzyska¢ mozna stosujac w drugim kierunku zele natywne. Dodatkowo stwierdzono, ze w zelu
natywnym dochodzi do znacznego rozmycia sygnatu pochodzacego od poszczegolnych
probek, czyli do tzw. smuzenia, ktére w przypadku duzej liczby analizowanych czasteczek

moze istotnie utrudniac analize uzyskiwanych obrazow.
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Rysunek V.3. Autoradiogramy uzyskane w wyniku rozdziatlu mieszaniny syntetycznych
oligonukleotydéw RNA metoda 2D-E, 1-4 numery oligonukleotydéw (opis w tekscie).
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V.1.2. Analiza 2D-E frakcji krotkich RNA z A. thaliana

Przedstawione powyzej doswiadczenia nie pozwolity wyciagna¢ jednoznacznych
whnioskow, ktory z zastosowanych uktadow eksperymentalnych najlepiej nadaje sie do analizy
preparatow zawierajgcych mieszanine stosunkowo krotkich RNA. Postanowiono zatem
przetestowac kilka wybranych uktaddw stosujgc izolaty uzyskane z jednego z modelowych
organizmow. Ze wzgledu na brak jakichkolwiek danych literaturowych odnoszacych sie do
tego zagadnienia zdecydowano by podstawowym obiektem badan uczyni¢ najlepiej poznany
organizm roslinnych, jakim bezsprzecznie jest Arabidopsis thaliana.

A. thaliana, czyli rzodkiewnik pospolity posiada stosunkowo maty, dobrze opisany
genom jadrowy (5 chromosoméw, 124,000 000 pz/haploidalna kopia). W petni poznana
zostata réwniez sekwencja genomu plastydowego i mitochondrialnego. Dodatkowym atutem
tej rosliny jest jej krotki cykl zyciowy, tatwa uprawa, samopylno$¢ oraz produkcja duzej
ilosci nasion (~10 000/rodling). O wyborze rzodkiewnika, jako modelu badawczego,
przesadzity jednak przede wszystkim: solidna baza literaturowa m. in. z zakresu matych
regulatorowych RNA i swobodny dostep do informacji zawartych w specjalistycznych bazach
danych. Wzieto rowniez pod uwage fakt, iz istnieje szeroka oferta komercyjnie dostepnych

mutantéw A. thaliana.

V.1.2.1. Optymalizacja warunkéw analizy frakcji krétkich RNA z A. thaliana

Aby zoptymalizowa¢ warunki analizy zdefiniowanej wcze$niej puli czasteczek,
wyizolowano RNA z lisci oraz korzeni 35 dniowych roélin A thaliana. W tym celu postuzono
sie zestawem mirVana firmy Ambion (Metody I1V.3.1). Wykorzystuje on dwa sposoby
oczyszczania RNA: ekstrakcje fenol-chloroform i immobilizacje czgsteczek RNA na filtrach
silikonowych. Otrzymane w ten sposob preparaty (zwane dalej RNA<120) posiadaty istotnie
zwiekszong frakcje krotkich RNA (czasteczki krétsze niz 200 nukleotydéw) i pozbawione
byty znacznej czesci diuzszych czasteczek RNA. Znakowano je radioizotopowo (Metody
IV.3.2) i rozdzielano w 10% zelu PAA w warunkach natywnych, czesciowo denaturujgcych
oraz denaturujgcych (Metody 1V.3.3). Nastepnie wycinano z zelu paski zawierajgce
rozseparowane RNA (w zakresie od 12 do 120 nt - szacowano na podstawie migracji
barwnikéw BB i XC) i poddawano je rozdziatowi w drugim kierunku (Metody 1V.3.4).
Rozdziat w drugim kierunku prowadzono w zelu 20%, odpowiednio: denaturujgcym,
czesciowo-denaturujgcym oraz natywnym. Uzyskane rezultaty przedstawione zostaty na
Rysunku V 4.
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Rysunek V.4. Autoradiogramy uzyskane w wyniku rozdziatu frakcji RNA<120 metodg 2D-E
podczas optymalizacji warunkow rozdziatu. L — frakcja RNA<120 liscia, K - frakcja RNA<120

korzenia A. thaliana
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Na podstawie analizy otrzymanych autoradiograméw zdecydowano by wszystkie
kolejne rozdziaty metoda dwukierunkowej elektroforezy (2D-E) prowadzone byty w zelach
czesciowo denaturujgcych.

V.1.2.2. Polimorfizm frakcji krotkich RNA z A. thaliana

Aby stwierdzi¢ jak zmienna jest frakcja krétkich RNA powtérzono wielokrotnie
analize preparatow RNA<120 izolowanych z lisci 35 dniowych roslin A. thaliana. 1zolacja
RNA przeprowadzana byla zawsze w ten sam sposob, zgodnie z opisanym wczesniej
schematem (Metody 1V.3.1). W kazdym eksperymencie wykorzystywano roéliny pochodzace
z innej hodowli, prowadzonej jednak zawsze w tych samych $cisle kontrolowanych
warunkach (Metody 1V.1). Otrzymany RNA znakowano radioizotopowo i rozdzielano
metoda 2D-E w czeSciowo-denaturujacych zelach PAA. Dwa przyktadowe autoradiogramy
przedstawione zostaty na Rys. V.5.

Pierwszy kierunck (e

YOUNADLY 15N.A(] S

Rysunek V.5. Dwa przykladowe autoradiogramy uzyskane w wyniku rozdziatu frakcji
RNA<120 metodg 2D-E. Poddane analizie frakcje RNA<120 izolowane byty z lisci A. thaliana (opis
w tekscie). Obraz uzyskano za pomocg aparatu do skanowania materiatdbw znakowanych
radioizotopowo.
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Poréwnanie uzyskanych autoradiogramow pozwolito stwierdzi¢, iz wykazujg one
bardzo wysoki stopien podobienstwa. Oznacza to, ze zastosowana procedura prowadzita
kazdorazowo do izolacji podobnej puli czasteczek RNA. Na podstawie poczynionych
obserwacji mozna wiec byto postawic hipoteze, iz sktad iloSciowy oraz jakosSciowy frakcji

RNA<120 jest cechg charakterystyczng dla danego typu komorek lub dla danej tkanki.

V.1.2.3 Analiza frakcji krotkich RNA z ré6znych organow A. thaliana

Aby zweryfikowa¢ powyzsza hipoteze, analogiczne analizy metodg 2D-E
przeprowadzono dla preparatdw RNA<120 izolowanych z lisci, korzeni oraz kwiatow roslin
A. thaliana. Reprezentatywne autoradiogramy poréwnane zostaty na Rys. V.6.

Nawet bardzo pobiezna analiza uzyskanych autoradiogramow pozwala stwierdzié, iz
roznig sie one zarowno pod wzgledem ilosciowym (poziomem akumulacji poszczegélnych
czasteczek), jak i jakosciowym (zidentyfikowano czgsteczki charakterystyczne dla
poszczegblnych izolatbw - na Rys. V.6.L, K i Kw oznaczone strzatkg oraz zielonym
okregiem). Na przykiad, na autoradiogramie uzyskanym dla preparatu pochodzacego z
kwiatow zaobserwowano brak czesci plam, obecnych w preparatach pozyskanych z lisci i
korzeni (fragment autoradiogramu oznaczony na Rys. V.6L i K. zottym okregiem). Natomiast
w przypadku preparatobw pochodzacych z korzeni i kwiatdbw zaobserwowano pewne
podobienstwo w usytuowaniu plam $rodkowego rejonu autoradiogramu (Rys. V.6K i Kw -
fragment oznaczony niebieskim okregiem). W przypadku preparatu izolowanego z korzeni i
kwiatow brak réwniez dwoch plam ulokowanych w rejonie Srodkowym autoradiogramu
bardzo charakterystycznych dla preparatu lisciowego (ha Rys.V.6L, K i Kw wskazane
strzatka).

Przedstawiona powyzej analiza poréwnawcza preparatow RNA<120 izolowanych z
roznych organdéw A. thaliana pozwala sgdziC, iz w przypadku kazdego z nich mozna
zidentyfikowa¢ mniejszg lub wiekszg grupe czasteczek wykazujgcych specyficzny poziom
akumulacji zaréwno pod wzgledem ilosciowym lub jako$ciowym. Mozna zatem stwierdzi¢, iz

preparaty RNA<120 wykazujg specyficznos¢ tkankowa lub komdrkowa.
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Rysunek V.6. Przyktadowe
autoradiogramy uzyskane w wyniku
rozdziatu frakcji RNA<120 réznych
organow A. thaliana metodg 2D-E. L —
frakcja RNA<120 liscia, K — Kkorzenia,
Kw - kwiatéw. Opis szczegbtowy w
tekScie. Obraz uzyskano za pomocy

aparatu do skanowania materiatow

znakowanych radioizotopowo.

V.1.3. Analiza jakosciowa frakcji krotkich RNA z lisci A. thaliana

Przeprowadzone analizy preparatow RNA<120 wykazaty, iz sg one tkankowo- lub
komdrkowo-specyficzne. Nie dowodzi to jednak, iz za obserwowane roznice odpowiedzialne
sg czasteczki RNA bedace produktami degradacji. Aby ustali¢, jakiego typu czasteczki

obserwujemy na uzyskanych autoradiogramach postanowiono skonstruowac dwie biblioteki
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cDNA. Pierwsza nazwana biblioteka petng (biblioteka RNA18-73) skonstruowana zostata na
bazie czasteczek zawartych w preparacie RNA<120 izolowanym z lisci. Druga nazwana
bibliotekg czasteczek wyselekcjonowanych (biblioteka RNA70) zawierata jedynie 70
czasteczek, ktore w preparacie RNA<120 z lisci, wystepowaty w najwyzszym stezeniu.

Wyizolowano je wycinajac fragmenty zelu zawierajgce plamki o najwyzszej intensywnosci.

V.1.3.1 Konstrukcja biblioteki RNA18-73

Eksperyment majacy na celu uzyskanie biblioteki RNA12-73 przeprowadzony zostat
w dwoch fazach. W kazdej z nich zastosowano nieco inng metode klonowania czasteczek
RNA. W przypadku pierwszej poszczegdlne etapy konstruowania biblioteki obejmowaty:
przytaczenie oligomerdw o zaprojektowanej sekwencji do koncéw 3’ i 5” czagsteczek RNA,
odwrotng transkrypcje, amplifikacje metodg PCR, trawienie produktow PCR enzymem
restrykcyjnym, tgczenie strawionych DNA w dtugie tancuchy (konkatamery), ligacje do
wektora plazmidowego, transformacje bakterii i sekwencjonowanie pojedynczych klonéw
(Metody 1V.7.). Produkty amplifikacji cDNA metodg PCR oraz ligacji w konkatamery

analizowano metoda elektroforezy w 2% zelu agarozowym (Rys. V.7B).
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Rysunek V.7. Elektroforegram uzyskany w wyniku rozdziatu totalnego RNA w 10% zelu PAA
(A). Wycinano frakcje RNA w oparciu o markery wielko$ci. RNA oczyszczony z zelu postuzyt jako
matryca do konstrukcji biblioteki RNA18-73.

Elektroforegram uzyskany w wyniku rozdziatu konkatamerdéw cDNA w 2% zelu (niskotopliwa

agaroza) (B).
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W wyniku pierwszego eksperymentu uzyskano 80 niezaleznych klonow cDNA. Po ich
przesekwencjonowaniu okazato sie, ze zidentyfikowane czasteczki podzielic mozna na 62
grupy, w ramach ktérych wystepuje od 1 do 5 réznych wariantéw. W odrebne danej grupy
czasteczki roznity sie dtugoscig od 1 do 20nt, w rzadkich przypadkach, jednonukleotydowg
substytucja, insercja lub delecja.

Wiekszo$¢ ogolnie dostepnych protokotéw klonowania matych RNA zakiada
konieczno$¢ przytaczenia syntetycznych oligomeréw do obu koncéw czasteczek RNA. W
rezultacie, w kolejnych etapach eksperymentu, przepisaniu na cDNA ulegajg wytgcznie
czasteczki posiadajgce monofosforan na koncu 5°, w tym np. miRNA. Istnieje wiec ryzyko,
ze czasteczki pozbawione grupy monofosforanowej na koncu 5’ nie zostang zamplifikowane i
sklonowane. Aby wykluczy¢ taka sytuacje, w kolejnym etapie badan, zadecydowano sie
zmodyfikowaé protokol przygotowywania bibliotek RNA12-73. Pominieto reakcje
przytaczania oligomeru 5 End Acceptor Oligo, dzieki czemu mozliwe stato sie klonowanie
czasteczek bez wzgledu na obecnos¢ lub brak reszty fosforanowej na koncu 5.

Alternatywny protokot klonowania krétkich RNA (Metody 1V.7.4) bazuje na
specyficznej aktywnosci odwrotnej transkryptazy SSII (Invitrogen), ktéra po przepisaniu
czasteczki RNA, dodaje kilka reszt cytozynowych na koncu 3’ nowopowstatego cDNA.
tancuch poli(C) wykorzystywany jest nastepnie jako miejsce hybrydyzacji jednego ze
starterow i umozliwia synteze drugiej nici DNA na matrycy cDNA. Pozostate etapy
klonowania cDNA przebiegaly tak samo jak we wcze$niej stosowanym protokole (Metody
IV.7.). W rezultacie poddano analizie blisko 300 niezaleznych klonow, uzyskujac 116
niezaleznych czasteczek lub grup czasteczek.

Na peten obraz biblioteki RNA18-73 ziozyly sie wyniki obu eksperymentow
klonowania krétkich RNA. Sumarycznie zidentyfikowano 161 niezaleznych czasteczek lub
grup czasteczek. Grupy te zawieraty do 8 wariantow danej czasteczki roznigcych sie
dtugoscig (od 1 do 28nt) lub pojedynczg substytucja, insercjg badz delecjg. Ponad 75%
czasteczek wystepowato wytgcznie w jednym wariancie dtugosci.

Wszystkie czasteczki zidentyfikowane w obrebie biblioteki RNA12-73 zawierajg sie
w przedziale wielkosci od 15 do 53 nt (Rys. V.8.). Najobficiej reprezentowane byty
czasteczki o dtugosci 20-24 nt. DoS¢ liczng i roznorodng grupe stanowig rowniez czgsteczki
kilkunastonukleotydowe oraz te, z przedziatu 30-34 nt. Czasteczki dtuzsze niz 45 nt
wystepowaty niezwykle rzadko. Wszystkie zidentyfikowane czgsteczki przedstawione zostaty
w Tabelach X.1-7.
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Rysunek V.8. Rozkiad wielkosci czasteczek zidentyfikowanych w bibliotece RNA12-73

(uwzgledniono wszystkie warianty dtugosci czasteczek).

V.1.3.2 Uzyskanie biblioteki RNA70

W celu uzyskania biblioteki RNA70 przeprowadzono standardowg dwukierunkows
elektroforeze preparatow RNA<120 izolowanych z lisci A. thaliana (Metody 1V.3).
Otrzymany z wykorzystaniem autoradiografii obraz rozdziatu postuzyt nastepnie do
wytypowania 70 plam charakteryzujacych sie najwieksza intensywnoscia (Rys. V.9). Wycieto
zawierajace je fragmenty zelu i wyizolowano z nich RNA. Otrzymane w ten sposob
czasteczki postuzyty jako matryce do przygotowania biblioteki RNA70

Przeprowadzono dwa eksperymenty klonowania czasteczek RNA (Metody IV.7). W
pierwszym wykorzystano czasteczki wyizolowane z dwdéch zeli PAA, w kolejnym z czterech.
Za kazdym razem wycinano z zelu te same plamy. W obu eksperymentach pominieto reakcje
przytaczania oligomeru 5 End Acceptor Oligo. W zamian zastosowano odwrotng

transkryptaze dodajgcg ogon poliC na koncu 3’ nowosyntetyzowanej nici.
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Rysunek V.9. Autoradiogram uzyskany w wyniku rozdziatu preparatu RNA<120 metodg 2D-E.
RNA izolowano z lisci A. thaliana; czerwonymi okregami oznaczono plamy, z ktérych pozyskano
RNA do konstrukcji biblioteki RNA70 (opis w tekscie). Obraz uzyskano za pomocg aparatu do

skanowania materiatdw znakowanych radioizotopowo.

W rezultacie klonowania cDNA, a nastepnie sekwencjonowania okoto 500 plazmidéw
wyizolowanych z indywidualnych koloni, zidentyfikowano 66 niezaleznych czasteczek.
DziewieC z nich tworzyto grupy zawierajace kilka wariantéw czasteczek o réznej dtugosci..
Najkrétsza z uzyskanych czasteczek sktadata sie z 17 nukleotydéw a najdtuzsza z 118.
Najbardziej r6znorodng i najobficiej reprezentowang grupe stanowity czasteczki z przedziatu
25-34 nt. Najmniej liczng czasteczki 35-49 nt (Rys. V.10). 55% czasteczek biblioteki RNA70
wystepowato rdwnoczesnie w bibliotece RNA18-73. Wszystkie zidentyfikowane czasteczki
przedstawione zostaty w Tabelach X.1-7.
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Rysunek V.10 Rozktad wielkosci czgsteczek tworzacych biblioteke RNA70 (uwzgledniono

wszystkie warianty dtugosci czasteczek).

V.1.3.3 Identyfikacja pojedynczych czasteczek z frakcji krotkich RNA

Analiza biblioteki RNA70 doprowadzita do zidentyfikowania 66 réznych czasteczek.
Aby ustali¢, ktorym plamom na autoradiogramie odpowiadajg poszczegdlne czasteczki
postanowiono zastosowa¢ metode hybrydyzacji typu dot blot (Metody 1V.9).

Ponownie przeprowadzono standardowg dwukierunkowsg elektroforeze preparatow
RNA<120 izolowanych z lisci A. thaliana (Metody 1V.3) Na otrzymanym autoradiogramie
zidentyfikowano 70 tych samych co uprzednio plam charakteryzujacych sie najwieksza
intensywnoscig. Wycieto zawierajgce je fragmenty zelu i z kazdego indywidualnie
wyizolowano RNA. Otrzymane w ten sposéb czasteczki naniesiono w znanej kolejnosci na
filtr nylonowy. Odczytano poziom radioaktywnosci, jakg emitujg poszczegblne czasteczki
immobilizowane na membranie. Nastepnie hybrydyzowano =z nimi znakowane
radioizotopowo sondy DNA o sekwencji komplementarnej do czasteczek najczesciej
wystepujacych w bibliotece  RNA70 (Mareriaty 111.5). Po zakonczeniu hybrydyzacji
ponownie odczytano poziom radioaktywnos$ci. Niestety nie stwierdzono zadnych istotnych
zmian Swiadczacych o zwigzaniu sond z naniesionymi na membrane czasteczkami RNA.
Eksperyment powtdrzono kilkakrotnie zmieniajagc zarowno temperature jak 1 czas

hybrydyzacji, nie uzyskano jednak zadawalajgcego wyniku.
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Zastosowana metoda hybrydyzacji typu dot blot okazata sie nieskuteczna
najprawdopodobniej ze wzgledu na zbyt mata iloS¢ materiatu wyjSciowego naniesionego na
membrane (RNA po elucji z zelu PAA). Opinie tg potwierdzajg wyniki hybrydyzacji testowej,
w ktorej wykorzystano zaprojektowang czasteczke DNA o sekwencji komplementarnej do
jednej ze stosowanych wczesniej sond (Materiaty 111.5). Nieznakowany DNA nanoszono na
filtr nylonowy w 8 réznych stezeniach od 1 pg do 20 ng i hybrydyzowano ze znakowang w
petni komplementarng sondg. Analiza uzyskanego autoradiogramu pozwolita stwierdzi¢, ze
wykrywalna za pomocg aparatu do skanowania materiatdbw znakowanych radioizotopowo
ilosC sondy zwigzata sie jedynie w miejscach, w ktérych naniesiono DNA o stezeniu 10 ng i
20 ng (Rys. V.11). W pozostatych przypadkach stezenie zwigzanego z filtrem DNA byto zbyt

niskie, aby wigzac dajaca sie wykry¢ ilos¢ znakowanej radioizotopowo sondy.

900eeeC .

lpg Spg 10pg 100pg0.5ng lng 10ng 20ng

Rysunek V.11. Eksperyment testowy — hybrydyzacja typu dot blot; nieznakowany DNA
naniesiono na filtr w 8 roznych stezeri a nastepnie hybrydyzowano ze znakowang radioaktywnie
komplementarng sonda; sygnat hybrydyzacji z sondg widoczny byt jedynie w miejscach, w ktorych

naniesiono DNA o stezeniu 10 ng i 20 ng.

Niepowodzenie przedstawionego powyzej dosSwiadczenia sprawito, iz podjeto probe
klonowania indywidualnych czasteczek RNA tworzacych biblioteke RNA70. W tym celu
izolowano z zelu pojedyncze czasteczki RNA, nie czono ich, lecz kazdg osobno klonowano.
Poszczegolne etapy klonowania obejmowaty: dodanie taicucha poliA do konca 3’ czasteczki,
odwrotng transkrypcje, amplifikacje, ciecie enzymami restrykcyjnymi, wigczanie do wektora
plazmidowego, transformacje bakterii i sekwencjonowanie wyselekcjonowanych klonow
(Metody 1V.8). Nalezy zaznaczyc, iz aby opracowac tg metode zastosowano modelowg 24 nt
czasteczke RNA o stezeniu wyjsciowym 0,5 ng/ul. W wyniku przeprowadzonych
doswiadczen zidentyfikowano czasteczki RNA pochodzace z 10 plam (Rys. V.12).
Kilkakrotnie ponawiano probe poznania sekwencji czasteczek RNA wyizolowanych z
pozostatych plam. Pomimo, iz w jednym eksperymencie wykorzystywano RNA izolowany z

dwach zeli PAA nie udato sie osiagna¢ zamierzonego celu.
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dl
S'TACAGACCCGGGTTCGTTTCCCGGCTGGTGC 37

5 CCGCCCGCGACGTCGOGAGAAGTCCACTAAACCC 3

3
5 CTATGGGTGGTGGTGCATGGCCGTITCTTAGITGGT 3°

JB
5 TCCATAACTCAGTGGTAGAGCATTTGAY

5
S'ATGCGATCATACCAGCACTAATGCACCGGATC 3

[
STATATGGCGGAATTGGTAGACGCTACGGATTTS?

S TCTAAGGUGCCAGCTTGAGGCGCTGGTCCGAAAGGGT
GGGGTTCAAATCCCACTCTCATCACT 3°

8
STAGACTCAAAATCTCGTGCTAAAGAGCGTGGAGGTTC
CGAGTCCTCTTCAAGGCACT 3

9
5 CGATTCGGGGUGTGCGACCCGACGUGGATTACGGTGGLG
GCNTAAGCCCGGGCC Y

10
5 GCATGCCGCCAGCGTITCATCCTGAGCCCGGATCGAAC
TCTCCATGAGA Y

Rysunek V.12. Autoradiogram uzyskany w wyniku rozdziatu preparatu RNA<120 metodg 2D-
E. RNA izolowano z lisci A. thaliana; strzatkami wskazano plamy odpowiadajace 10
zidentyfikowanym czgsteczkom RNA. Plamy ponumerowano od 1 do 10, obok nr podano dtugos¢

czasteczki.

Indywidualne klonowanie RNA wyizolowanych z wyselekcjonowanych plam
pozwolito oszacowaé wielkosci czasteczek wystepujacych w poszczegolnych rejonach zelu.
Okazato sie, ze rejon Srodkowy o najwiekszym zageszczeniu plam obejmuje czasteczki o
wielkosci 27-34 nt, natomiast na 2/3 wysokosci zelu wystepujg czasteczki 48-63 nt.
Interesujacy wydaje sie fakt, ze nie zawsze czasteczki rozpoznane jako dtuzsze zlokalizowane
sg odpowiednio wyzej od czasteczek krotszych. Widac to na przyktadzie czasteczki nr 10,
ktora charakteryzowata sie wolniejszg migracjg niz wieksza od niej czagsteczka nr 9.
Podobnie, czasteczka nr 7, o dtugosci 63 nt, znajdowata sie zdecydowanie ponizej krétszych
czasteczek o numerach: 8, 9 i 10. Najprawdopodobniej wynika to z faktu, iz w trakcie
dwukierunkowej elektroforezy stosunkowo krotkich RNA w warunkach czesciowo-
denaturujgcych, migracja czasteczek zalezy nie tylko od ich dtugosci, ale rowniez od masy i

struktury.

84



WYNIKI

V.1.4. Analiza bioinformatyczna degradomu RNA

Aby stwierdzi¢, jakag cze$¢ sklonowanych czasteczek zaliczy¢ mozna do produktow
degradacji wiekszych funkcjonalnych RNA, przeprowadzono szczegétows analize wszystkich

zidentyfikowanych molekut.

V.1.4.1 Wstepna analiza sktadu degradomu

Analiza bioinformatyczna (przy uzyciu programu BLAST) czasteczek biblioteki
RNA18-73 wykazata, ze 98% (157 z 161 zidentyfikowanych) z nich mozna zakwalifikowac
jako produkty degradacji. Sposrod produktow degradacji 35% molekut powstato z rozpadu
tRNA, 30% pochodzito z czasteczek rRNA, 9% to fragmenty znanych czasteczek mRNA, a
18% odpowiadato niescharakteryzowanym jeszcze transkryptom, pochodzacym z rejonow
miedzygenowych. Pozostate 8% sekwencji biblioteki RNA18-73 odpowiadato czgsteczkom
zwigzanym z biogenezg matych niekodujgcych RNA (z analizy wykluczono 4 czasteczki
odpowiadajgce znanym mikroRNA i tasiRNA) (Tab. V.1).

Okazato sie, ze i w przypadku biblioteki RNA70 wiekszos¢ zidentyfikowanych
czasteczek to takze produkty degradacji wiekszych transkryptow (90%; 60 z 66
zidentyfikowanych). | tutaj najliczniejszg grupe stanowity produkty degradacji tRNA 48% (z
analizy wykluczono 6 czasteczek tRNA petnej dtugosci). Pozostate zidentyfikowane grupy
tworzyty produkty degradacji rRNA 37%, mRNA 5% oraz RNA powstate z
niescharakteryzowanych transkryptéw rejonéw miedzygenowych 3% i czasteczki zwigzane z

biogeneza matych niekodujgcych RNA 7%.

Tabela V.1. Procentowy udziat réznego typu produktéw degradacji w bibliotece RNA18-73 i
RNAT70.

Typ RNA Udziat w puli zidentyfikowanych | Udziat w puli zidentyfikowanych
czasteczek biblioteki RNA18-73 | czasteczek biblioteki RNA70

tRNA 35% 48%

rRNA 30% 37%

Rejony migdzygenowe 18% 3%

Mate RNA 8% 7%

MRNA 9% 5%
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Dysponujac wynikami analizy bioinformatycznej biblioteki RNA18-73, poréwnano
dwa sposoby klonowania krotkich RNA. W pierwszym podejsciu, do obu koncow czasteczek
RNA przytgczono krotkie oligomery. Drugie podejScie pozwalato sklonowaé czasteczki z
pominieciem reakcji przytgczania oligomeru do korica 5° RNA. Stwierdzono, ze w zaleznosci
od zastosowanej metody zmieniat sie udziat procentowy réznego typu degradantow (Rys.
V.13). Potowa czasteczek uzyskanych w trakcie pierwszego eksperymentu powstata z
degradacji tRNA, 24% pochodzito z niescharakteryzowanych transkryptow rejonéw
miedzygenowych, natomiast produkty degradacji rRNA stanowity zaledwie 13% biblioteki.
W przypadku drugiego eksperymentu udziat produktow degradacji tRNA zmniejszyt sie do
29%, a czasteczek rejondbw miedzygenowych do 13%. Metoda ta pozwolita jednak
efektywniej klonowac czgsteczki pochodzace z degradacji rRNA, ktérych udziat w bibliotece
osiggnat 38%. Pozostate zidentyfikowane klasy: czasteczki zwigze z biogenezg matych
niekodujgcych RNA i mRNA stanowity odpowiednio 8% i 5% w przypadku pierwszego
eksperymentu oraz po 10% w przypadku drugiego. Na catkowity obraz biblioteki RNA18-73

ztozyty sie zsumowane wyniki obu eksperymentéw.

10%

13% 8% 5% 38%

24% -

Bl tRNA
B2 rejony miedzygenowe
3. tEMNA
B4 mate niekodujace RNA, wiym miRNA
B5 mRMNA

Rysunek V.13. Poréwnanie udziatu r6znego typu degradantéw zidentyfikowanych w pierwszym
i drugim eksperymencie klonowania biblioteki RNA18-73. A — Eksperyment pierwszy, podczas
ktorego przytaczano oligonukleotydy do obu koricow czasteczek RNA (Metody 1V.7.3), B —
Eksperyment drugi, w ktdrym pominieto etap przytgczania oligomeru do korica 5 RNA (Metody
IV.7.4).
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V.1.4.2. Produkty degradacji rRNA

Szczego6towa analiza obu bibliotek wykazata, ze produkty degradacji rRNA stanowig
niezwykle réznorodng i ciekawag grupe czasteczek. tacznie zidentyfikowano 57 klonow
wykazujacych homologie do znanych czasteczek rRNA Arabidopsis thaliana, w tym 47
obecnych byto w bibliotece RNA18-73, a 22 w bibliotece RNA70 (12 wystepowato w obu
bibliotekach) (Tabela X.1). Dtugos¢ czasteczek z biblioteki RNA18-73 wynosita od 15 do 51
nt, natomiast w przypadku biblioteki RNA70 miescita sie w granicach od 17 do 118nt.
Homologiczne czasteczki wystepujace jednoczeSnie w obu bibliotekach, bardzo czesto
roznity sie diugoscia. Jednakze w kazdym przypadku, klon zidentyfikowany w bibliotece
RNA70 byt najdtuzszy w obrebie danej grupy. Mozna wiec przypuszczac, ze stanowit on
swego rodzaju czasteczke prekursorowg z ktorej powstaty krotsze warianty. Grupy
zawierajgce najwiekszg liczbe homologicznych czasteczek o roznej dtugosci tworzone byty
przez produkty degradacji 5S rRNA i 5,8S rRNA.

W przypadku wiekszosci czasteczek udato sie uzyskac tylko jeden klon cDNA. Byty
jednak i takie, ktorych klony cDNA byty otrzymywane wielokrotnie co Swiadczy¢ mogto, iz
wystepowaty one w analizowanych bibliotekach z wiekszg czestoscig niz inne czasteczki. W
przypadku degradantéw tworzacych biblioteke RNA18-73 uzyskano najwiecej klondéw 26 i
28 nt homologicznych fragmentéw 5,8S rRNA (odpowiednio 12 i 19 niezaleznych
powtorzen), 17 nt fragmentu 25S rRNA (11 niezaleznych powtorzen) oraz 19 nt fragmentu
18S rRNA (10 niezaleznych powtdrzen). Poniewaz podczas konstruowania biblioteki
RNA70, zebrane izolaty taczono w réznych proporcjach, tak by wszystkie czasteczki
wystepowaty w podobnych stezeniach stad nie byto uzasadnienia dla przeprowadzenia
analogicznej analizy iloscioweyj.

Zrodtem najwiekszej liczby roznych produktow degradacji rRNA byty czasteczki 25S
rRNA i 18S rRNA. Degradanty te stanowity odpowiednio 44% i 37% wszystkich
zidentyfikowanych fragmentéw rRNA w obu bibliotekach. Pozostate czasteczki pochodzity z
5S rRNA i 23S rRNA, po 5%; 16S rRNA i 4,55 rRNA, po 3,5% oraz 5,8S rRNA, 2%. W
przypadku 25S rRNA, a takze 5S rRNA, przypisane im produkty degradacji pochodzity z
rozpadu dwoch réznych funkcjonalnych izoform.

Analiza sktadu nukleotydowego tej frakcji degradomu RNA pozwolita wyznaczy¢
mediany opisujgce czesto$¢ wystepowania poszczegélnych reszt. Wynosity one odpowiednio:
A 22%, U 21%, C 27%, i G 29%. Okazuje sie zatem, ze w sekwencjach badanych czasteczek
nieco przewazajg reszty GC (~56%) w stosunku do AU (~44%). Istniejg jednak przykiady

czasteczek, w ktorych procentowy udziat jednej z reszt nukleotydowych wynosi ponad 50%
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lub ponizej 10%. Czasteczki, w ktorych dominacja jednego nukleotydu siega 50% i wiecej to
czasteczki krotkie, 18-20 nt, podobnie jak te, ubogie w A. Natomiast czasteczki o znikomej
zawartosci U pochodzg z przedziatu wielkosci 15-20 nt a takze 24-34 nt. Nie zidentyfikowano
czasteczek o mniejszej niz 11% zawartosci G, a tylko w przypadku jednej czasteczki (o
dtugosci 24 nt) udziat C byt mniejszy niz 10%. Udziat poszczegdlnych reszt nukleotydowych
z uwzglednieniem wartosci minimalnych i maksymalnych oraz mediany (wartosci Srodkowej)

przedstawiono na Rys. V.14,

60

50

40

: m =
. BB _=

10

Procentowa zawarto$¢ w czasteczce

A C G u

Rodzaj rybonukleotydu

Rysunek V.14. Procentowy udziat poszczegélnych nukleotydéw (A, C, G, U) w produktach
degradacji rRNA. Podstawa i wierzchotek wskazujg najnizsza i najwyzsza warto$¢. Polem
niebieskim oznaczono rozstep kwartylny czyli przedziat zawierajgcy potowe populacji czasteczek;

pogrubiong poziomg linig wskazano warto$¢ mediany.

V.1.4.2.1. Inne potencjalne zrodta czasteczek zaklasyfikowanych jako produkty degradacji
rRNA

Poréwnanie sekwencji degradantdw z genomowg sekwencjg A. thaliana wykazato, ze
znaczna liczba czasteczek zaklasyfikowanych jako produkty rozpadu rRNA, rownie dobrze
mogta pochodzi¢ z innych czasteczek. Program BLAST wyszukiwat dla tych degradantéw
wiecej niz jeden transkrypt wykazujacy poréwnywalny a najczesciej identyczny stopien
dopasowania. Obok rRNA, prekursorem tychze czasteczek mogly by¢ mRNA oraz w
przypadku krotkich czasteczek, mate RNA o niepoznanej funkcji. W przypadku produktéw
degradacji, dtuzszych niz 30 nt, znaleziono wiele miejsc dopasowania do rejonéw genomu
kodujacych potencjalne miRNA (odpowiadaty one jedynie fragmentowi analizowanych
czasteczek). Lista mRNA, ktdre stanowig potencjalne Zrodto czasteczek zaklasyfikowanych

jako produkty degradacji rRNA zostata zamieszczona w Tab. V.2.
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Tabela V.2. Czasteczki rRNA oraz mRNA, z ktérych mogly powsta¢ niektore ze
zidentyfikowanych produktéw degradacji. Dodatkowo w tabeli podano czesto$¢ z jaka

identyfikowana byta dana czasteczka oraz w nawiasie liczba zidentyfikowanych wariantéw.

Numer RNA MRNA Czestos¢ |dfentyf|kaCJ|

czasteczki* (liczba wariantow)
mRNA hipotetycznego biatka, locus:

10, 16, 20, 24 | 25S rRNA BX821808 4
MRNA hipotetycznego biatka,

2 255 TRNA | oy romosom 2 (At2G01021) 13)

3-5, 7-9, 11- mMRNA hipotetycznego biatka,

15, ‘7-18, 25S rRNA chromosom 3 (At3g41950) 17 (22)

21-23, 25

MRNA hipotetycznego biatka,
12,14,19,23 | 255 TRNA chromosom 3 (At3g41970) 4(5)

MRNA biatka z rodziny metalotionein,

1,6 255 rRNA chromosom 1 (At1g07600) 2(5)
MRNA hipotetycznego biatka,

26-46 18STRNA | thromosom 2 (At2g16590/F1P15.3) 21 (26)
MRNA hipotetycznego biatka,

50 235 IRNA chromosom 2 (At2g07707) 1
MRNA czynnika transkrypcyjnego i

51 23S rRNA czynnika naprawy DNA (XPB2); locus | 1
AY550923
MRNA hipotetycznego biatka,

54 165 rRNA chromosom 2 (At2G07777) 1)
MRNA hipotetycznego biatka,

55 5,85 RNA chromosom 2; locus AK226265 1(7)
MRNA syntetazy glutationu (gsh2),

56-57 4,5S rRNA locus ATU53856 2(4)

* Numer czasteczki odnosi sie do pozycji w Tabeli VIII.1.

V.1.4.2.2. Analiza strukturalna

Aby okresli¢ stabilnos¢ termodynamiczng zidentyfikowanych produktéw degradacji
wykorzystano program MFOLD przewidujacy strukture drugorzedowa RNA (Zuker, 2003).
W przypadku kazdej czasteczki wybrano tylko jeden z wygenerowanych modeli, ten,
charakteryzujacy sie najmniejszg energig swobodng. Nastepnie chcac je poréwnac postuzono
sie wspotczynnikiem MFE(S) (ang. minimum free energy/sequence, Loong i Mishra; 2006)
charakteryzujacym wzgledna energie swobodng czasteczki. Ze wzgledu na rézng diugosc¢
produktéw degradacji poréwnanie wielko$Sci bezwzglednych bytoby pozbawione sensu.
Wspotczynnik MFE(s) zostat zdefiniowany jako iloraz energii swobodnej i dtugosci danej
czasteczki podanej w nukleotydach. Z przeprowadzonych analiz wynika, ze dla potowy
produktéw degradacji rRNA wspdtczynnik MFE(S) zawiera sie w przedziale od -0,1 do -0,3.
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Zanotowano rowniez niewielkg frakcje czasteczek dla ktérych MFE(s) wynosi mniej niz -0,3
kcal/nt (Rys. V.15).

najmniejszej wartosci MFE(s)

Czasteczki RNA uszeregowane od najwiekszej do

0,5 -0,4 -0,3 0,2 -0,1 0 0,1 0,2
MFE(s)

Rysunek V.15. Rozktad wspotczynnika MFE(s) dla czasteczek RNA zidentyfikowanych jako
produkty degradacji rRNA; analizg objeto czasteczki obu biblioteki cDNA.

Dodatkowo sprawdzono w jakich rejonach czasteczek rRNA ulokowane sg
zidentyfikowane produkty degradacji. W tym celu, z zestawu prawdopodobnych struktur
drugorzedowych rRNA wygenerowanych za pomocg programu MFOLD wybrano te o
minimalnej energii swobodnej a nastepnie zidentyfikowano rejony, w ktérych potozone sg
degradanty. Z przeprowadzonej analizy wynika, ze cze$¢ produktow degradacji rRNA
powsta¢ mogta na skutek odciecia petli apikalnych, natomiast inne mogty pochodzi¢ z
dtugich odcinkow dwuniciowych. Szczegdlnie interesujgcy wydaje sie byC drugi sposob
uwalniania analizowanych produktéw degradacji, ze wzgledu na podobienstwo do procesu
biogenezy matych regulatorowych RNA, np. miRNA. Usytuowanie poszczegolnych

degradantow w obrebie rRNA przedstawiono na przyktadzie 25S RNA (Rys. V.16).
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Rysunek V.16. Struktura drugorzedowa 25S rRNA Wygene}owana z wykorzystaniem programu

MFOLD (Zuker, 2003). Kolorem zielonym oznaczono fragmenty odpowiadajace produktom
degradacji; w przypadku zidentyfikowania wariantdw réznigcych sie diugoscia, uwzgledniono

czasteczke najdtuzsza.
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W kolejnym etapie badan ustalono w jaki sposéb produkty degradacji rRNA
usytuowane sg w obrebie rybosomu. Poniewaz struktura krystaliczna roslinnych rybosoméw
nie zostata jak dotgd poznana, a dostepne hipotetyczne modele pozbawione sg szczegdtowych
informacji, postuzono sie znang tréjwymiarowg strukturg rybosomu bakteryjnego z
organizmu Thermus thermophilus (Selmer 2006). Sposrod wszystkich zidentyfikowanych
produktéw degradacji organellowych rRNA Arabidopsis, trzy wykazaty duzy stopien
podobienstwa do prokariotycznych rRNA. Byty to dwie czgsteczki pochodzace z 16S rRNA
matej podjednostki oraz jedna czgsteczka z 23S rRNA duzej podjednostki rybosomu (Tab.
V.3).

Tabela V.3. Degradanty wykazujgce podobienstwo do rRNA Thermus thermophilus; kolorem

wyszczegolniono pozycje rdznigce sekwencje roslinng od bakteryjnej.

rRNA Sekwencja analizowanej czasteczki

23S rRNA | 5 GACTGTTTACCAAAAA 3’

16SrRNA | 5 TCTCATGGAGAGTTCGATCCGGGCTCAGGATGAACGCTGGCGGCATGC 3
16SrRNA | 5 TGAAGTCGTAACAAGGTAGCCGTAGGGGAACCTGCGGCTGGATCACCTCCTT 37

Wszystkie trzy produkty degradacji zostaty zlokalizowane w modelu struktury
przestrzennej rybosomu bakteryjnego (Rys. V.17).

Rysunek V.17. Trojwymiarowy model struktury duzej (A) i malej (B) podjednostki rybosomu
prokariotycznego Thermus thermophilus (Selmer 2006); kolorem zielonym oznaczono biatka,
kolorem tososiowym rRNA, dwie czagsteczki tRNA oddziatujagce z matg podjednostkg rybosomu
przedstawiono w kolorach: pomaranczowym i niebieskim. Na rysunku (A) zéttym kolorem wskazano
lokalizacje produktu degradacji 23S rRNA; na rysunku (B) wskazano lokalizacje obu produktow
degradacji 16S rRNA: z6ttym kolorem fragment lezacy przy koncu 3’, szarym kolorem fragment

usytuowany przy koncu 5’ 16S rRNA.
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Fragment pochodzacy z 23S rRNA obejmuje reszty nukleotydowe 1770-1785, liczac
od konca 5’, 2898 nt czasteczki 23S rRNA. Natomiast dwa fragmenty pochodzace z 16S
rRNA zlokalizowane sg przy obu koncach i obejmujg pozycje 5-48 oraz 1490-1531. Z
poczynionych obserwacji wynika, ze wszystkie analizowane rejony rRNA potozone sg w
poblizu centrum biosyntezy biatka, w okolicy ptaszczyzny wzajemnego oddziatywania obu
podjednostek (Rys. V.17).

V.1.4.3.Produkty degradacji tRNA

Sposrdéd  wszystkich czasteczek zidentyfikowanych w obrebie obu bibliotek
najliczniejsza frakcje stanowig te, zaklasyfikowane jako produkty degradacji tRNA. tacznie
zidentyfikowano 73 klony wykazujace homologie do znanych czgsteczek tRNA. Poniewaz 6
okazato sie by¢ petnej diugosci czasteczkami tRNA wykluczono je z dalszych analiz. W
sumie objety one 67 sklonowanych degradantow. Wiekszo$¢ z nich (49 czasteczek) to
produkty rozpadu tRNA kodowanych przez genom jadrowy A. thaliana, kolejnych 18
powstato z organellowych tRNA, w tym jeden najprawdopodobniej z tRNA
mitochondrialnego. W przypadku produktéw degradacji tRNA cytoplazmatycznych, 40
klonow wyizolowano z biblioteki RNA18-73, 21 z biblioteki RNA70. Z jednym tylko
wyjatkiem, wszystkie czasteczki zaklasyfikowane jako produkty degradacji tRNA
organellowych wystepowaty w bibliotece RNA18-73, natomiast w bibliotece RNA70
zidentyfikowano 9 czasteczek pochodzenia plastydowego. Diugos¢ poszczegolnych
degradantow wynosita od 17 do 53 nt (po wykluczeniu z analizy 6 czasteczek tRNA peinej
dtugosci), przy czym 30 klonéw tworzyto grupy wariantow roznigcych sie dtugoscig. Grupy z
najwieksza liczbg wariantow powstaty w rezultacie rozpadu tRNA glicynowego i
tryptofanowego.

Analiza sktadu nukleotydowego czasteczek tworzacych tg frakcje degradomu RNA
pozwolita wyznaczy¢ mediany opisujace czesto$¢ wystepowania poszczegélnych reszt: A
19%, U 23%, C i G po 29%. Okazuje sie zatem, ze w sekwencjach zidentyfikowanych
czasteczek przewazajg reszty GC (~58%). Istniaty jednak czasteczki, w ktorych procentowy
udziat jednej z reszt nukleotydowych wynosit ponad 40% lub ponizej 10% (Rys. V.18). Nie
stwierdzono by istniat zwigzek pomiedzy skfadem nukleotydowym a dtugoscig

analizowanych czasteczek.
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Rysunek V.18. Procentowy udziat poszczegélnych nukleotydéw (A, C, G, U) w produktach
degradacji tRNA. Podstawa i wierzchotek wskazujg najnizszg i najwyzsza warto$¢. Polem
niebieskim oznaczono rozstep kwartylny czyli przedziat zawierajacy potowe populacji czasteczek;

pogrubiong pozioma linig wskazano warto$¢ mediany.

Wszystkie zidentyfikowane czasteczki to produkty degradacji 19 typow tRNA
cytoplazmatycznych oraz 13 organellowych. Sposrdd cytoplazmatycznych tRNA 50%
kodowanych jest przez geny znajdujgce sie na chromosomie 5, 23% na chromosomie 2,
natomiast tRNA pochodzace z pozostatych chromosoméw stanowig odpowiednio:
chromosom 1 - 11%, chromosom 3 — 9%, chromosom 4 - 7%.

Z przeprowadzonych analiz wynika, iz udziat poszczegolnych typow tRNA w

generowaniu stabilnych produktéw posrednich degradacji nie jest jednakowy (Rys. V.19).
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Rysunek V.19. Udziat poszczegélnych typéw tRNA pochodzenia cytoplazmatycznego (kolor

niebieski) i organellowego (kolor czerwony) w generowaniu produktéw degradacji obu bibliotek.

94



WYNIKI

Az 7 roznych cytoplazmatycznych tRNA dekodujacych arginine stanowito zrodio
degradantow, podobnie 4 rézne tRNA-Cys, -Gly oraz -Glu. Natomiast w przypadku tRNA-
Val, -His, -Phe, -Met, -lle oraz -Asn zidentyfikowano produkty degradacji tylko jednej
czasteczki. W przypadku biblioteki RNA18-73 z najwiekszg czestoScig klonowane byty
fragmenty tRNA-Gly (27 nt z tRNA-Gly/GCC i 28 nt z tRNA-Gly/CCC, po 7 niezaleznych
powtdrzen) i tRNA-Trp/CCA (35 i 34 nt, odpowiednio 9 i 5 niezaleznych powtorzen).
Produkty degradacji tRNA-Gly i tRNA-Trp tworzg réwniez grupy z najwiekszg liczbg
wariantow réznigcych sie dtugoscia.

W przypadku czasteczek pochodzenia organellowego Zrodtem najwigkszej liczby
degradantow byty 3 rézne tRNA-Leu, 2 -lle i 2 -Val. Pojedyncze typy tRNA byly
prekursorami pozostatych zidentyfikowanych produktow degradacji. Jednakze dla szeregu
typow tRNA organellowych (tRNA-Pro, -Lys, -Ser, -Asp, -Trp, i -Met) nie zidentyfikowano
zadnego produktu degradacji (Rys. V.19).

Najprawdopodobniej ze wzgledu na strukture drugorzedowa czasteczek tRNA
olbrzymia wiekszos¢ analizowanych produktow degradacji powstata na skutek zerwania
wigzania fosfodiestrowego w rejonie jednoniciowym, najczesciej w petli antykodonowej
(Rys. V.20). Biorac pod uwage obserwowany wzor ciecia, czasteczki tRNA mozna byto
podzieli¢ na cztery czesci odpowiadajgce poszczegolnym ¢éwiartkom: 1, 2, 3 i 4 (Rys. V.20).

Hydroliza wigzania fosfodiestrowego w rejonie petli antykodownowej prowadzi do
rozpadu czasteczki tRNA na dwie podobnej dtugosci czesci. Akumulacje obu czesci z tej
samej czasteczki obserwowano jednak zaledwie w przypadku 6 analizowanych tRNA (tRNA-
Gly, 2 tRNA-Ala, 2 tRNA-Asp, chloroplastowy tRNA-Leu). Sposrdd wszystkich czasteczek
zaklasyfikowanych jako produkty degradacji tRNA najliczniejsze frakcje tworzyty czasteczki
odpowiadajgce 4 ¢wiartce (powstate w wyniku hydrolizy wigzania w petli ramienia TWC oraz
w rejonie tgczacym ramie TWC i ramie antykodonu) oraz fragmenty odpowiadajgce czesci 3’-
koncowej (potowy obejmujagce 3 i 4 Cwiartke). Pierwsze z nich stanowity az 39%
degradantéw cytoplazmatycznych i 50% organellowych, natiomiast drugie to 35 %
degradantow powstatych z tRNA cytoplazmatycznych oraz 22% powstatych z tRNA
organellowych. Bardzo interesujacy wydaje sie fakt, iz wszystkie analizowane produkty
degradacji tRNA dekodujacych arginine odpowiadaty 3’-koncowej czesci czasteczek (5
czasteczek stanowito potowy obejmujace 3 i 4 Cwiartke, 2 czasteczki odpowiadaty 4
¢wiartce), podobnie w przypadku 4 z 5 tRNA-Leu oraz 4 z 5 tRNA-Glu.
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Rysunek V.20. Wzor ciecia w rejonach jednoniciowych czagsteczki tRNA. Produkty ciecia obecne
w obu bibliotekach odpowiadaty poszczeg6lnym éwiartkom: 1, 2, 3 i 4 . Czasteczki odpowiadajace
¢wiartce 1 powstaty poprzez hydrolize wigzania w petli ramienia TWC lub na skutek zerwania
wigzania internukleotydowego w rejonie jednoniciowym tgczacym ramie TWC i ramie antykodonu;
czasteczki odpowiadajace ¢wiartce 2 — na skutek hydrolizy wigzania w petli ramienia TWC i petli
antykodonu; czasteczki odpowiadajace ¢wiartce 3 — na skutek hydrolizy wigzania w petli antykodonu
i petli ramienia D; czasteczki odpowiadajgce Cwiartce 4 — na skutek hydrolizy wigzania w petli

ramienia D lub w rejonie jednoniciowym tgczacym ramie D i ramie antykodonu.

Potowy badZz ¢wiartki 1 powstate z czesci 5’ tRNA wystepowaty znacznie rzadziej
wsrdd analizowanych degradantow. Wyjatkiem byty fragmenty 5° tRNA plastydowych, ktére
stanowity 14% catej frakcji organellowej (Rys. V.21). Pozostata czesS¢ analizowanych
czasteczek to Cwiartki 2 powstate na skutek zerwania wigzania fosfodiestrowego w petli
ramienia D (lub w rejonie jednoniciowym tgczacym ramie D i ramie akceptorowe) i petli

antykodonowej, badZ w petli ramienia TWC i w petli antykodonowej — éwiartki 3, a takze
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czasteczki pozbawione ¢wiartki 1 (obejmujace Cwiartke 2, 3, i 4). Nie zaobserwowano, aby po
hydrolizie wigzania fosfodiestrowego w petli ramienia D akumulowane byty oba produkty
degradacji. Nie zaobserwowano réwniez produktow stanowigcych ¥ tRNA petnej dtugosci,

pozbawionych ¢wiartki 4.

29999 -

oLl | o T o
m“qgw:' o] b 8, 900 I:“‘ f),
tRNA 39% ‘ 5% ‘ 35% ‘ 8% ‘
cytoplazmatyczne
{RNA ‘ 50% ‘ 3% ‘ 22% ‘ 14% ‘
organellowe

Rysunek V.21. Procentowy udziat poszczegblnych produktdéw degradacji tRNA w analizowanej
frakcji degradomu A. thaliana (z podzialem na tRNA pochodzenia cytoplazmatycznego i

organellowego).

Sposrdd wszystkich produktéw degradacji pochodzacych z konca 3’ tRNA, 74%
zawierato sekwencje CCA (CC badz C), co sugeruje, iz powstaty one z dojrzatych i
funkcjonalnych czasteczek.

W genomie Arabidopsis thaliana wystepuje od kilku do kilkudziesieciu genow
kodujgcych tRNA o tym samym antykodonie. Sposrad wszystkich tRNA w obrebie danego
Zaobserwowano jednak kilka wyjatkow. W zadnej z bibliotek nie znaleziono czasteczki, ktora
odpowiadataby tRNA-Ser o antykodonie AGA, kodowanemu w genomie jadrowym przez 37
gendw. Zaobserwowano natomiast produkty degradacji tRNA-Ser/TGA, dla ktorego znanych
jest 9 gendw i tRNA-Ser/GGA, kodowanego przez jeden gen. Podobnie, stwierdzono brak
czasteczek pochodzacych z tRNA-Pro/TGG (45 gendw), podczas gdy obecne byty produkty
degradacji tRNA-Pro/AGG (16 genow) i tRNA-Pro/CGG (5 gendw). Réwniez w przypadku
tRNA-Val, wystepujg wytacznie produkty degradacji tRNA-Val/TAC, ktory charakteryzuje
sie najmniejszg liczbg gendw (7 gendw) w obrebie tego izotypu (Tab. V.4; opracowano w
oparciu o0 Genomic tRNA Database; Lowe&Eddy).

Biorgc pod uwage, ze czestos¢ wystepowania synonimicznych kodonéw w genach
kodujacych biatka moze by¢ r6zna, porownano czestosc, z jaka tRNA generowaty degradanty

z czestoscig z jaka sg wykorzystywane podczas biosyntezy biatka (Tab. V.5).
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Tabela V.4. Liczba gendw tRNA kodujacych czasteczki o jednakowych antykodonach; kolorem
czerwonym zaznaczono antykodony tRNA bedacych Zrodtem zidentyfikowanych produktow

degradacji (opracowano w oparciu o Genomic tRNA Database; Lowe&Eddy).

aminokwas antykodon /liczba genéw tRNA Surg:;)g:;rgzll\}%ba

Ala Al(‘EC GGC C(73C UlGoC 23
Pro AlG66 GGG CCSSG UfSG 56
Thr Al%u GGU ccéu ucgu o
Val A1A5C GAC C@C u¢c i
Phe AAA | CAA 16

16
Asn AUU Gl%u 16
Lys cl%u UlUSU o
Asp AUC GZ%C 26
Glu clusc U1U2C e
His AUC Gl%G 0
Gln CL;G UL8JG .
lle AlAQU GAU U/;u 24
Met CQU 24
Tyr AUA G%A 2
Supres CUA UUA 0
Cys ACA GlcSA 5
Trp ClcilA 1
SelCys UCA 0
Ser A;A GcfA C(jA USA ACU | Geu 64
Arg A5G leca | ©5¢ | VS© CeUl U] 5
Leu AAG | GAG | CAG | UAG cAaluaal
122 1] 3| w0 10 | 6
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Tabela V.5. Wykorzystanie kodondw synonimicznych; kolorem czerwonym zaznaczono kodony

dekodowane przez tRNA bedace zrddiem zidentyfikowanych produktéw degradacji (opracowano w

oparciu 0 Genomic tRNA Database; Lowe&Eddy).

wykorzystanie

aminokwas | wykorzystanie kodonéw synonimicznych -

Al 282 | 203 | 0o | 105 R
aly 220 | oo | 102 | 2a 658%
o | | o | e | e
m s e
vl o2 | 1o | 2e | ow 673%
| |
Asn ';"Az‘g ';"g‘g 4,32%
Lys 22(73 ’Q,AOQ 6,35%
o | e |
Glu o | 5 6,65%
His %g %@S 2,25%
Gin oo | Yo 3,46%
e gtig Altég Algg 5,26%
Met gig 2,45%
L R
Supres %AOS L(J)AOQ 0,14%
> ||
iy L{%S 1,25%
SelCys L(J)Ci/; 0,12%
Ser 252 | 102 | 09 | 160 | 14 | 103 oo
SR 53 5 el O O e
Leu 241 161 | 098 | 099 208 | 127| 5%
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Tylko w kilku analizowanych przypadkach akumulowane produkty degradacji
pochodzity z tych czasteczek, ktorych antykodon jest najczesciej wykorzystywany przez
maszynerie translacyjng komorki. Sg to czasteczki powstate z tRNA-Thr/AGU, tRNA-
Ala/AGC, tRNA-Gly/UCC, tRNA-1le/AAU, tRNA-Pro/AGG oraz tRNA-Leu/AAG. Okazato
sie, ze rowniez tRNA o rzadko uzywanych antykodonach moga by¢ Zrédtem degradantow.
Doskonatym tego przyktadem sg tRNA argininowe, dekodujace reszty aminokwasowe z
czestoscig 0,49%, 0,63%, 0,9%, ktorych fragmenty wystepowaty w obu bibliotekach.
Pozostate tRNA o rzadko wykorzystywanych kodonach (mniej niz 1%) bedace prekursorami
degradantow to: tRNA-Ala/CGC, tRNA-Gly/GCC, tRNA-Val/lUAC, tRNA- His/GUG,
tRNA- Cys/GCA, tRNA-Leu/UAG (Tab. V.5).

Analiza strukturalna

Aby okresli¢ stabilno$¢ termodynamiczng zidentyfikowanych produktéw degradacji
tRNA zastosowano opisang poprzednio metode wykorzystujagcg program MFOLD. W
przypadku kazdej czasteczki wybrano tylko jeden z wygenerowanych modeli, ten,
charakteryzujacy sie najmniejszg energig swobodng. Nastepnie poréwnano wyznaczone dla
nich wspétczynniki MFE(s) (Rys. V.22).

Czasteczki RNA uszeregowane od najwiekszej
do najmniejszej wartosci MFE(S)

-0,5 -0,4 -0,3 -0,2 -0,1

o

0,1 0,2 0,3 0,4

~

MFE(s)

Rysunek V.22. Rozktad wspoétczynnika MFE(s) dla czgsteczek zidentyfikowanych jako produkty
degradacji t RNA; analiza tgczona obu bibliotek.
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Z przeprowadzonych analiz wynika, ze dla wiekszosci produktow degradacji tRNA,
podobnie jak w przypadku produktéw degradacji rRNA, wspoétczynnik MEF(s) osiggat
warto$¢ -0,1 do -0,3. Natomiast dla 25% czasteczek zanotowano wspotczynnik MFE(S) -0,3 i
mniejszy (Rys. V.22).

V.1.4.4.Produkty degradacji mRNA

Analiza uzyskanych sekwencji wykazata, ze produkty degradacji mRNA stanowig
jedng z mniej licznych frakcji obu bibliotek. tgcznie zidentyfikowano 17 klonow
wykazujacych homologie do znanych czasteczek mRNA, z czego 14 nalezato do biblioteki
RNA18-73, natomiast 3 wystepowaty wytgcznie w bibliotece RNA70 (z analiz wykluczono
czasteczki zaklasyfikowane jako produkty degradacji rRNA, dla ktérych znaleziono miejsca
dopasowania rowniez w sekwencjach mRNA).

Dhugos¢ czasteczek tej frakcji degradomu zawierata sie w przedziale od 17 do 49 nt.
Analiza sktadu nukleotydowego pozwolita wyznaczy¢ nastepujace mediany: A 18%, U 33%,
C 28% a G 20%. Okazuje sie zatem, ze w czasteczkach pochodzgcych z mRNA reszty GC
(~49%) i AU (~51%) wystepujg ze zblizong czestoscig. Poréwnujac procentowy udziat
poszczegblnych reszt nukleotydowych w produktach degradacji mRNA, tRNA i rRNA,
mozna jednak zauwazy¢ zmniejszenie udzialu reszt CG w populacji czasteczek
zaklasyfikowanych jako mRNA (Rys. V23).
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Rysunek V.23. Procentowy udziat poszczegélnych nukleotydéw (A, C, G, U) w produktach
degradacji mRNA. Podstawa i wierzchotek wskazujg najnizsza i najwyzszg warto$¢. Polem
niebieskim oznaczono rozstep kwartylny czyli przedziat zawierajgcy potowe populacji czasteczek;

pogrubiong pozioma linig wskazano wartos¢ mediany.
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Az 41% badanych produktow degradacji mRNA pochodzi z czasteczek
zakodowanych na chromosomie 1. Po 17,5% odpowiada czasteczkom, ktérych geny
zlokalizowane sg na chromosomach: 2 i 5, natomiast po 12% na chromosomie 3 i 4.

Czasteczki mRNA/pre-mRNA sg bardzo zroznicowane pod wzgledem wielkoSci i
stabilnosci. Ze wzgledu na ich heterogenng budowe sprawdzono, ktére elementy sktadowe
mMRNA/pre-mRNA sg Zrédiem produktow degradacji. Stwierdzono, ze 47%
zidentyfikowanych degradantow pochodzito z rejondéw kodujacych (egzonom), 23 % to
fragmenty rejonéw nieulegajacych translacji z konca 5” (5 UTR). Poza tym, 18% tej frakcji
degradomu to czasteczki pochodzace z intronow, a 6% to czasteczki pochodzace z rejonow
potaczen egzon/intron. Nie zaobserwowano natomiast zadnego fragmentu odpowiadajacego
rejonowi nieulegajgcemu translacji z konca 3’ (3’ UTR). W przypadku jednej z badanych
czasteczek (produktu degradacji prseudogenu At2g07686) nie zdefiniowano miejsca w
MRNA, z ktdrego jest uwalniany.

Sprawdzono réwniez, jakie Kklasy biatek kodowane sg przez mRNA, z ktorych
powstajg analizowane produkty degradacji. Okreslono, ze 30% degradantow pochodzi z
MRNA hipotetycznych biatek o niepoznanej dotad funkcji, a 18% stanowig produkty
degradacji mRNA biatek uczestniczacych w rozprzestrzenianiu elementow mobilnych
genomu (MRNA transpozazy, mRNA odwrotnej transkryptazy, mRNA dla biatka mutT).
Pozostate to pochodne mRNA: biatka zaangazowanego w naprawe DNA, reduktoizomerazy,
acylotransferazy, biatka z rodziny kaleozyn, epimerazy aldozy, biatka wigzgcego jony cynku,
biatka zawierajgcego N-koncowg domene oksydoreduktazy oraz pseudogenu.

Korzystajgc z programu Genevestigator, przeanalizowano poziom ekspresji genow
kodujacych wyzej wymienione mRNA, w roznych stadiach rozwojowych Arabidopsis
thaliana. Poniewaz materiat badawczy wykorzystany do konstrukcji obu bibliotek cDNA
stanowity doroste rozety liSciowe, szczegolng uwage poswiecono wiasnie temu stadium
rozwojowemu rosliny (stadium pomiedzy catkowitym wyksztatceniem rozety a wczesnym
etapem zawigzywania pedu kwiatowego). W przypadku 67% analizowanych genéw o znanym
profilu ekspresji, zaobserwowano spadek ich aktywnos$ci transkrypcyjnej. Sg to geny
kodujace: biatko z rodziny kaleozyn, dehydrogenaze glukozo-6-fosforanu, biatko wigzgce
jony cynku, biatko z rodziny acetylotransferaz LACT, biatko z N-koncowag domeng
oksydoreduktazy, pseudogen mitochondrialny, odwrotna transkryptaza elementu non-LTR
oraz transpozaza podobna do Mutatora (Rys. V.24).

W przypadku pozostatych 33% analizowanych genéw zaobserwowano zjawisko

przeciwne. PrzejSciu pomiedzy stadium dojrzatej rozety a wczesnym etapem zawigzywania
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pedu kwiatowego, towarzyszyt wzrost ekspresji genu. Taka sytuacje odnotowano dla mRNA
reduktoizomerazy kwasdw ketolowych, epimerazy 1-aldozy, biatka z rodziny biatek naprawy

DNA Rad4 oraz biatka podobnego do mutT.
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Rysunek V.24 Analiza poziomu ekspresji genow kodujgcych
degradacji zaobserwowano w obu bibliotekach (Hrutz, 2008).
Arabidopsis thaliana): 1 — kietkujgce nasiona; 2 — siewki; 3 — miode rozety; 4 — dojrzate rozety, 5 -
dojrzate rozety na etapie zawigzywania pedu kwiatowego; 6 — roslina z zawigzkami kwiatow; 7 —
roslina z dojrzatymi kwiatami; 8 — roélina z kwiatami i mtodymi strgkami; 9 - roélina z dojrzatymi

strgkami. Polem niebieskim zakre$lono stadia rozwojowe, ktérym odpowiadat materiat badawczy.

Powyzsza analiza pozwolita rowniez stwierdzic, iz badane produkty degradacji mMRNA
pochodzg z transkryptow gendw o zasadniczo réznym poziomie ekspresji w roslinie. Sa to
zaréwno pochodne gendw ulegajacych bardzo wysokiej ekspresji (reduktoizomeraza kwaséw
ketolowych i dehydrogenaza glukozo-6-fosforanowej), jak i pochodne genow ulegajacych
ekspresji na bardzo niskim poziomie (pseudogen mitochondrialny, odwrotna transkryptaza

retroelementu non-LTR i transpozaza podobna do Mutatora).

Analiza strukturalna

Aby sprawdzi¢ czy produkty degradacji MRNA zdolne sg do przybierania stabilnych
termodynamicznie struktur drugorzedowych poddano je analizie strukturalnej za pomocg
programu MFOLD. Podobnie, jak w przypadku analiz wczesniej opisanych frakcji
degradomu, poszukiwano struktur o najmniejszej energii swobodnej, dla ktoérych obliczono
wspotczynnik MFE(S) (Rys. V.25).

Uzyskane wyniki sugerujg, ze w przypadku nieco ponad 40% czasteczek
wspotczynnik MEF(s) osiggat wartos¢ -0,1 do -0,25. Wspotczynnik MFE(S) jednej z

czasteczek (produkt degradacji mMRNA oksydoreduktazy) wynidst natomiast -0,46.
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Rysunek V.25. Rozktad wspotczynnika MFE(s) dla klonéw cDNA zidentyfikowanych jako
produkty degradacji mRNA,; analiza taczona obu bibliotek.

V.1.45. Produkty degradacji zwigzane z biogenezg matych niekodujacych RNA i

transkryptow pochodzacych z rejonéw miedzygenowych

Obok produktow degradacji rRNA, tRNA i mRNA, w obu bibliotekach wystepowaty
rowniez czasteczki zaklasyfikowane jako mate niekodujagce RNA, badz fragmenty ich
prekursorow. Istniata takze do$¢ liczna frakcja czasteczek, Kktore odpowiadaty
niescharakteryzowanym jak dotgd transkryptom pochodzacym z rejonéw miedzygenowych. Z
dalszej analizy wykluczono czasteczki, w przypadku ktérych wcze$niej potwierdzono, iz
petnig one funkcje MiRNA lub siRNA (4 czasteczki). Zgodnie z przyjeta na wstepie definicja
nie mozna ich byto zakwalifikowac jako produkty degradacji.

Populacja degradantéw zwigzanych z biogenezg matych niekodujacych RNA
stanowita 8% wszystkich czgsteczek biblioteki RNA18-73 oraz 7% biblioteki RNA70, liczac
tacznie 13 czgsteczek. Dtugosc analizowanych fragmentéw wynosita od 17 do 29 nt (wyjatek
stanowita jedna czasteczka o wielkoSci 86 nt). Z uwagi na wysoki stopienn homologii do
roznych obszaréw genomu A. thaliana, czesto niemozliwe byto jednoznaczne okreslenie jakie
jest pochodzenie poszczegdlnych czasteczek. Oszacowano, ze 15% degradantow to produkty
rozpadu matych jadrowych RNA (U2 i U4.2 snRNA), kolejne 15% stanowity czasteczki
zaklasyfikowane jako fragmenty prekursorow miRNA. Pozostate 70% odpowiadato matym
RNA o niepoznanej funkcji. W przypadku biblioteki RNA18-73 z najwiekszg czestoscig
identyfikowane byty czasteczki: small RNA Ath_ wt 21944 (19nt, 38 niezaleznych powtdrzen)
oraz small RNA Ath_wt_17407 (17nt, 11 niezaleznych powtdrzen).

Dwie czasteczki nalezace do frakcji degradantow zwigzanych z biogenezg miRNA
wydajg sie byC szczeg6lnie interesujace z uwagi na swa lokalizacje w obrebie czasteczki
prekursora. W przypadku MIR161, pozycje koncow dojrzatej czasteczki miRNA wyznaczajg
nukleotydy 38 i 58 liczagc od konca 5 sekwencji prekursora. Inne pozycje w tym samym
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prekursorze miR161 wyznaczajg konce czasteczki zidentyfikowanej w bibliotece RNA18-73.
Sg to nukleotydy 47 i 67 liczac od konca 5 pre-miRNA. Okazato sie zatem, ze analizowana
czasteczka posiadata 12 nt fragment z konca 3’ dojrzatego MIR161 oraz 10 nt fragment
prekursora (Rys. V.26). Druga ze zidentyfikowanych czasteczek stanowita ni¢ anty-miRNA o
nazwie MIR399.

o o Es

Rysunek V.26. Prekursory miR399c (A i B) oraz miR161 (C i D); kolorem zielonym (A i C)
wskazano pozycje miRNA w prekursorze; kolorem zielonym (B i D) wskazano pozycje analizowanej
czasteczki biblioteki RNA18-73 (opis w tekscie).
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Czasteczki odpowiadajgce rejonom miedzygenowym A. thaliana stanowity 18%
klonow biblioteki RNA18-73 (29 roznych czasteczek) i zaledwie 3% biblioteki RNA70 (2
czasteczki). Chociaz dtugosc tych czasteczek byta zrdéznicowana i wynosita od 17 do 46 nt,
zaobserwowano zdecydowang przewage 23-24 nt czasteczek (44%).

42% analizowanych  sekwencji  wykazywato  dopasowanie do  rejonéw
miedzygenowych znajdujgcych sie na chromosomie 2, 23% na chromosomie 1. Po 13%
czasteczek odpowiadato rejonom miedzygenowym chloroplastéw i chromosomu 5, a po 3%
pochodzito z chromosomu 3 i 4. Jedna z analizowanych czasteczek, zaklasyfikowana jako
produkt transkrypcji telomerdw, nie zostata przypisana do konkretnego chromosomu.

Analiza sktadu nukleotydowego frakcji degradantow zakwalifikowanych jako
zwigzane z biogenezg matych RNA i transkrypcja rejonéw miedzygenowych wykazata, ze
obie populacje wykazujg zblizong zawarto$¢ poszczegdlnych reszt nukleotydowych (Rys.
V.27. Ai B).

Mediany okreSlajace czestoS¢ wystepowania poszczegélnych reszt nukleotydowych
wynosity A 28%, C 22% , G 30%, i U 21% w przypadku degradantéw zwigzanych z
biogenezg matych RNA oraz A 31%, C 20%, G 26% i U 23% dla czasteczek pochodzacych z
rejondbw miedzygenowych. Oszacowano, ze potowa frakcji czasteczek zaklasyfikowanych
jako zwigzane z biogenezg matych RNA wykazata od 14% do 22% zawartosci C i od 12% do
21% U, przy czym zdarzaly sie roOwniez czasteczki o duzej, siegajacej 56%, zawartosci U.
Potowa frakcji zawierata rowniez 28%, lub wiecej A i od 30% do 59% G. Dysproporcje
pomiedzy zawartoscig A i C sg wieksze w przypadku czasteczek pochodzacych z rejonow
miedzygenowych. Potowa czasteczek tej frakcji zawierata od 5% do 20% C, przy czym
rowniez potowa zawierata powyzej 31% (najwyzsza wartosé: 74%) A. Uwzgledniajac
wymienione dysproporcje w zawarto$ci poszczegolnych nukleotydéw, mozna stwierdzic, ze
w sekwencji wiekszosci badanych czasteczek, ktore pochodzg z rejondw miedzygenowych
reszty GC (~46%) wystepujg stosunkowo rzadziej niz AU (~54%). Natomiast w przypadku
matych RNA S$rednia zawarto$¢ GC i AU okazata sie zblizona (~50%).
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Rysunek V.27. Procentowy udziat poszczeg6lnych nukleotydéw (A, C, G, U) w produktach
degradacji zwigzanych z biogenezag matych niekodujacych RNA (A) i transkryptéw rejonéw
miedzygenowych (B). Podstawa i wierzchotek wskazujg najnizsza i najwyzsza wartos¢. Polem
niebieskim oznaczono rozstep kwartylny czyli przedziat zawierajacy potowe populacji czasteczek;

pogrubiong pozioma linig wskazano warto$¢ mediany.

Analiza strukturalna

Aby sprawdziC czy czasteczki zaklasyfikowane jako zwigzane z biogenezg matych
RNA i transkrypcja rejondw miedzygenowych wykazujg zdolno$¢ przybierania stabilnych
termodynamicznie struktur drugorzedowych, poddano je analizie przy uzyciu programu
MFOLD. Okazato sie, ze w przypadku wiekszosci analizowanych czasteczek wspotczynnik
MFE(s) wynosit od 0 do -0,2 (dla transkryptow rejonow miedzygenowych) oraz od 0 do -0,3
(dla czasteczek zwigzanych z biogenezag matych niekodujgcych RNA). Tylko dla kilku

czasteczek przyjmowat on warto$¢ mniejsza niz -0,3 (Rys. V.28 Ai B).
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Rysunek V.28. Rozktad wspotczynnika MFE(s) dla czasteczek RNA zwigzanych z biogeneza
matych niekodujgcych RNA (A) oraz transkryptow rejondéw miedzygenowych (B); analiza obu
bibliotek.

V.1.5. Identyfikacja sekwencji komplementarnych do stabilnych produktéw degradacji

W kolejnym etapie badan postanowiono stwierdzi¢ czy zidentyfikowane produkty
degradacji wiekszych funkcjonalnych jednostek transkrypcyjnych mogg stanowié Zrodio
czasteczek regulatorowych. Aby petni¢ takie funkcje powinny one wykazywac petng lub
czeSciowg komplementarnos¢ do genomowego DNA lub innych transkryptow. Uzyskane
wyniki sugeruja, ze 35% opisanych powyzej produktéw degradacji wykazuje czeSciowa
komplementarno$¢ do nici kodujacej, a tym samym do mRNA gendéw kodujacych biatka
(Tab. V.5).
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Tabela V.6. Lista mMRNA, do ktérych komplementarne sg zidentyfikowane produkty degradacji;
kolorem pomaranczowym oznaczono fragmenty dotyczace: produktéw degradacji tRNA, niebieskim —
rRNA, z6tym — mRNA, rézowym — zwigzane z biogenezg matych niekodujacych RNA, zielonym -

czasteczki pochodzace z rejondw miedzygenowych.

MRNA/pre-mRNA o  komplementarnej | lokalizacja |biblioteka | dtugo$¢ dtugosé

sekwencji RNA trafienia

Cohesion family protein (SYN1) splice variant 1 | egzon RNA70/ 55 16

(At5g05490) RNA18-73

Expressed protein (At1g53400) intron RNA70/ 30 23
RNA18-73

SNF7 family protein (At3g59290); intron RNA18-73 | 21 14

epsin N-terminal homology (ENTH) domain- | intron 14

containing protein (At1g03950)

Cytochrome P450 (At1g74550) egzon RNA18-73 | 28 15

LAC12 laccase / diphenol oxidase (At5g05390) egzon RNA18-73 | 28 19

Expressed protein (At1g53400) intron RNA18-73 | 37 34

Hypothetical protein (At3g20362) egzon RNA70/ 41 36
RNA18-73

Non-LTR transposone family (LINE) (At3g32110) | egzon RNA70/ 23 14
RNA18-73

F-box family protein (At3g21120); egzon RNA18-73 | 36 15

Calcineurin -like phosphoesterase family protein | egzon 15

(At2904920)

Mutator-like transposase family (At3g04605) egzon RNA70/ 23 14
RNA18-73

Expressed protein (At4g12070) intron RNA18-73 | 21 21

L-ascorbate oxidase (At5g21100) egzon RNA18-73 | 26 14

Phosphate/triose-phosphate translocator | intron RNA70/ 22 22

(At5g46110) RNA18-73

Copia-like retrotransposon family (At2g07683) egzon RNA18-73 | 35 21

L-asparaginase, putative / L-asparagine | egzon RNA18-73 | 34 15

amidohydrolase (At3g16150)

Expressed protein (At1g63410) intron RNAT70/ 28 15
RNA18-73

Endo-polygalacturonase (At2g41850) egzon RNAT70/ 34 16
RNA18-73

Expressed protein (At4g22270) intron RNA70/ 30 26
RNA18-73

Hypothetical protein (AK230153) - RNA18-73 | 19 19

Hypothetical protein (AK230153) 5'UTR RNA18-73 | 17 17

importin alpha-like protein Impal (Y15224) 5'UTR RNA18-73 | 16 16

putative DNA repair and transcription factor XBP2

(XPB2) and DNA repair and transcription factor | intron 16

XPB1 (XPB1) (AY550923);

DEAD/DEAH box helicase, putative | egzon 16

(AT2G47330)

Hypothetical protein (AT3G16750) 5'UTR RNA18-73 | 18 14

60S ribosomal protein-related (AT2G42650) 5'UTR 14

cyclin-dependent  kinase inhibitor  p22ackl | 5’'UTR RNA18-73 | 16 15

(AF208692)

Hypothetical protein (AK230153) 3'UTR RNA18-73 | 40 40
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Hypothetical protein (AK230153) 3'UTR RNA18-73 | 18 18
Hypothetical protein (AK230153) 3’UTR RNA18-73 | 26 21
Hypothetical protein (AK230153) 3’'UTR RNA18-73 | 24 24
Hypothetical protein (AK230153) 3'UTR RNA18-73 | 30 29
Hypothetical protein (AK230153) 5'UTR RNA18-73 | 27 27
Hypothetical protein (AK230153) 3'UTR RNA18-73 | 33 27
Hypothetical protein (AK230153) 3'UTR RNA18-73 | 16 16
Hypothetical protein (AK230153) egzon/3’UTR | RNA18-73 | 19 19
Cytochrome P450 family protein (At3g20090) egzon RNA18-73 | 25 15
Hypothetical protein (AK230153) 25
Expressed protein (At2g39680) egzon RNA18-73 | 36 19
ATPase plasma membrane-type / proton pump | egzon RNA70/ 17 15
(At2g07560) RNA18-73
Diacylglicerol O-acyltransferase DGAT intron RNA18-73 | 31 18
(At2g19450)
Homeobox-leucine zipper transcription factor | egzon RNA18-73 | 29 15
family protein (At5g46010)
DNAJ heat shock family protein (At3g17830); egzon/intron | RNA18-73 | 44 16
Auxin transport protein (Atl1g77110) intron 22
Expressed protein (At2925260) intron RNA18-73 | 38 18
clathrin binding protein intron 15
Non-phototropic hypocotyl 3 (NPH3) (At5g64330) | egzon RNA18-73 | 21 14
Hypothetical protein (AK230153) 21
Unnamed protein (AT2G23700) egzon RNA18-73 | 17 14
Hypothetical protein (AT3G01710) egzon /intron | RNA18-73 | 38 36
DNA repair protein Rad4 family (At5g16630) egzon RNA18-73 | 21 17
Leucine-rich  transmembrane  kinase  family | intron RNA70 49 18
(At5g06820);
AAA-type ATPase family protein (At1g04730) egzon 18
Expressed protein (At2g29670) intron RNA18-73 | 33 15
pentatricopeptide (PPR) repeat-containing protein | intron RNA18-73 | 36 15
(At5g28340);
3-phosphoserine phosphatase (PSP) (At1g18640) intron 15
lecithin:cholesterol acyltransferase family protein / | egzon RNA18-73 | 23 15
LACT family protein
(Atlg27480);
glycosyl hydrolase family 38 protein egzon 14
(At5913980);
peptidyl-prolyl cis-trans isomerase / FK506- | egzon 14
binding protein (ROF1) (At3g25230)
Expressed protein (At2g45380) intron RNA18-73 | 23 20
Pseudogene hypothetical protein (At1g51172) egzon RNA70 19 15
Expressed protein (At5g35320) egzon RNA70 27 14
Hypothetical protein (AT3G06895) egzon RNA18-73 | 18 17
/3’UTR
Small nuclear ribonucleoprotein E/snRNP-E/Sm | intron RNA18-73 | 18 14
protein E (At2g18740)
Disease resistance protein (TIR-NBS-LRR class) | egzon RNA18-73 | 20 14
(At5g46470);
Thylakoid membrane one helix protein (OHP) | egzon 14
(At5g02120)
unknown protein (At2939680) 20
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Hypothetical protein (AT4G27040) 5" UTR RNA18-73 | 24 15
pentatricopeptide (PPR) repeat-containing protein | egzon RNA18-73 | 21 15
(AT1G62910)

Hypothetical protein (AK230153); 3’UTR RNA70/ 18 18
raffinose synthase family protein / seed intron RNA18-73 18
imbibition protein-related (AT4G01265)

Calcium-dependent protein kinase (AT5G23580) egzon RNA18-73 | 24 15
Pseudogene hypothetical protein (At1g36810) egzon RNA18-73 | 24 24
Purine permease 1 (At1g28230) intron RNA18-73 | 24 24
CACTA-like transposase family (Trp2/En/Spm) egzon RNA18-73 | 24 23
Pseudogene hypothetical protein (At4g08022) egzon RNA18-73 | 15 15
Pseudogene similar to putative helicase | - RNA18-73 | 28 16
(AT2G07744)

Glycoside  hydrolase  family 77  protein | intron RNA18-73 | 32 16
(At2g40840); 15
Disproportionating enzyme 2 (AT2G36810)

Glycosyl hydrolase family 1 protein (At1g60090) | egzon RNA18-73 | 47 16
universal stress protein (USP) family protein / | egzon RNA18-73 | 19 16
early nodulin ENOD18 family  protein

(At3g03270);

RNA recognition motif (RRM)-containing protein | egzon 16
(At5g54580)

Wsrdd czasteczek, ktére wykazujg petng lub czesciowg komplementarno$¢ do
transkryptow genow kodujacych biatka, znajdujg sie przedstawiciele wszystkich badanych
frakcji obu bibliotek. Dtugo$¢ dopasowania wynosi 20 i wiecej nukleotydow dla 26%
analizowanych przypadkow, 19-17 nt dla 17% i 16-14 nt dla 57% badanych czasteczek.
Najczesciej, rejon komplementarny wystepuje w obrebie sekwencji kodujacych mRNA -
egzondw (46%), rzadziej, dopasowanie dotyczy rejondw niekodujacych — intronéw (29%),
UTR (20%), potaczen egzon/intron lub egzon/UTR (5%).
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V.2. Wptyw czynnikow endo- i egzogennych na sktad degradomu RNA

W kolejnym etapie badan postanowiono stwierdzi¢, w jaki stopniu wybrane czynniki
endogenne (wewnatrzkomorkowy poziom matych regulatorowych RNA) oraz egzogenne
(stres osmotyczny) wptywajg na sktad degradomu RNA.

Aby oceni¢ wptyw regulatorowych RNA przeprowadzono analize preparatow
RNA<120 izolowanych z lisci 4 mutantow A. thaliana z ktérych kazdy posiadat jeden
dysfunkcjonalny gen dcl. W celu zbadania wptywu stresu osmotycznego analizie poddano

preparaty RNA<120 izolowane z ro$lin wzrastajgcych w warunkach silnego zasolenia.

V.2.1. Deficyt matych regulatorowych RNA jako czynnik endogenny wptywajacy na

skfad degradomu

Wiadomo, iz w genomie A. thaliana wystepuja cztery geny kodujace rybonukleazy
typu Dicer (DCL1-4). W eksperymencie wykorzystano zatem komercyjnie dostepne i dobrze
poznane linie mutantow A. thaliana (dcl1-7, dcl2-1, dcl3-1, dcl4-2), u ktorych jeden z genéw
DCL jest defektywny (Materiaty 111.2). Roéliny z linii dcl2-1, dcI3-1, dcl4-2 to mutanty
powstate poprzez insercje elementu T-DNA w obrebie genu dcl, co skutkuje produkcjg
skroconej wersji biatka. W mutancie dcl1-7 doszto natomiast do zamiany reszty prolinowej
(P415) w serynowg i zaburzenia funkcji domeny helikazy RNA. Mutant dcl1-7 wykazywat
zaburzenia szlaku syntezy miRNA a dcl2 produkcji ta-siRNA oraz siRNA indukowanych
infekcjg wirusowa. Mutacja w genie dcl3 wptywata negatywnie na biogeneze 24-nt siRNA
pochodzacych z transpozonOéw oraz retroelementdw i odpowiedzialnych za metylacje
chromatyny. Mutant dcl4-2 byt niezdolny do produkcji pierwszorzedowych 21-nt siRNA
pochodzacych z endo- lub egzogennych sekwencji powtdrzonych oraz drugorzedowych
SiRNA (ta-siRNA) zaangazowanych w przekaz sygnatu wyciszania. Sposrdéd wszystkich
czterech analizowanych linii, tylko dcl1-7 i dcl4-2 wykazywaty zmieniony fenotyp. Rosliny
dcl1-7 charakteryzowaty: zaburzenia rozwojowe, spowolniony wzrost, niedorozwoj zenskich
organdéw generatywnych, mniejszy rozmiar, zaburzenia symetrii lisSci oraz opOznienie w
kwitnieniu. Rosliny dcl4-2 pomimo normalnego tempa rozwoju, wykazywaty natomiast
zmieniony pokr¢j lisci. Organy te u mutantéw dcl4-2 byty wydtuzone, o podwinietych
brzegach i silnie rozwinietych wioskach dolnej powierzchni lisciowej. RoSliny dcl2-1 i dcl3-1
nie wykazywaty zmian fenotypowych (Rys. V.29).
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Rysunek V.29. Pokr6j mutantow A. thaliana; od gory: roslina po 2 tygodniach wzrostu, 5
tygodniach wzrostu, 1i$¢ rosliny dorostej
A —dcl1-7, B —dcl2-1, C — dclI3-1, D — dcl4-2, E - roélina typu dzikiego

Aby ustali¢, w jakim zakresie sktad degradomu RNA zalezy od aktywnosci enzymow
zaangazowanych w biogeneze matych regulatorowych RNA wyizolowano z lisci opisanych
powyzej mutantow (dcl1-7, dcl2-1, dcl3-1, dcl4-2) preparaty RNA<120, znakowano je
radioizotopowo i rozdzielano w zelach poliakryloamidowych w dwdch kierunkach.
Otrzymane autoradiogramy przedstawiono na Rys. V.30.

Uzyskane wyniki sugeruja, iz wraz ze zmiang aktywno$ci enzymoOw uczestniczacych w
biogenezie matych regulatorowych RNA, zmienia sie réwniez obraz degradomu RNA.
Obserwowane réznice nie byly jednak drastyczne. Mozna zatem sadzi¢, iz w wiekszosci
przypadkdw analizowany proces degradacji, jest niezalezny od zjawiska RNAI. Najwiecej
zmian zanotowano w obrazie degradomu mutanta dcll-7, co moze mie¢ zwigzek z
zahamowaniem ukierunkowanej degradacji mRNA przy udziale miRNA. W tym przypadku
zaobserwowano pojawienie sie przynajmniej 7 charakterystycznych plam (na Rys. V.30.
dcl1-7 oznaczone czerwonym okregiem), nieobecnych na elektroforegramach rosliny dzikiej i
pozostatych mutantow.
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W poréwnaniu z ro$ling typu dzikiego, preparat RNA<120 z mutanta dcll-7,
wykazywat zmniejszong liczbe czasteczek w szczegdlnosci tych wystepujacych w gérnym
rejonie elektroforegramu. Dato sie rowniez zauwazyC ostabienie intensywnos$ci Kilku
charakterystycznych plam ulokowanych w Srodkowym rejonie elektroforegramu (na Rys.
V.30. dcl1-7 oznaczone strzatka) przy jednoczesnym wzmocnieniu innych (na Rys.V.30.
dcl1-7 oznaczone niebieskim okregiem). Skfad preparatu RNA12-120 mutanta dcl3-1 takze
odbiegat od pozostatych, a w szczego6lnosci od obrazu rozdziatu preparatu pozyskanego z
rosliny dzikiej. 1 tym razem zaobserwowano pojawienie sie kilku nowych, czasteczek (na
Rys. V.30. dcl3-1 oznaczone czerwonym okregiem) oraz zdecydowane zwigkszenie
akumulacji niektérych wystepujacych takze w pozostatych preparatach (na Rys. V.30. dcl3-1
oznaczonych zéttym okregiem). Skiad preparatdw RNA12-120 uzyskanych dla mutantéw
dcl2-1 i 4-2 wydaje sie zblizony do wzorca charakteryzujacego rosling dzika. Wykazujg one
zaledwie niewielkie roznice (na Rys. V.30. dcl2-1 i dcl4-2 oznaczone okregiem w kolorze

niebieskim).

V.2.2. Stres osmotyczny jako czynnik egzogenny wptywajacy na sktad degradomu

Aby oceni¢ wptyw czynnikéw egzogennych na sktad degradomu RNA poddano
analizie preparaty RNA<120 izolowane z A. thaliana hodowanych 6 godzin w warunkach
silnego zasolenia. Otrzymane RNA znakowano radioizotopowo a nastepnie rozdzielano
metodg 2D-E. Uzyskane wyniki przedstawione zostaty na Rys. V.31.

W przypadku rosliny poddanej stresowi osmotycznemu, zaobserwowano zmieniony w
stosunku do rosliny kontrolnej, rozktad plam w $Srodkowej cze$ci autoradiogramu (na Rys.
V.31. oznaczone czerwonym okregiem). Zmiany te obejmowaty takze zanik dwodch
charakterystycznych plam wskazanych na Rys. V.31 strzatkg i mniejszg intensywnoS¢ plam
oznaczonych na Rys. V.31 niebieskim okregiem. Dato sie rowniez zauwazy¢ wzmocnienie
intensywnosci kilku plam, wspomnianego wczesniej, srodkowego rejonu elektroforegramu.
Stwierdzono poza tym, ze autoradiogram uzyskany dla rosliny wzrastajgcej w warunkach
silnego zasolenia cechuje nieznaczna redukcja liczby plam potozonych w gornym rejonie
zelu.

Analiza uzyskanych obrazow wykazata zatem, ze czynniki egzogenne, takie jak stres

osmotyczny, moga prowadzi¢ do zmian w profilu degradomu RNA.
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Rysunek V.31. Przyktadowe autoradiogramy uzyskane w wyniku rozdziatu metoda 2D-E frakcji
RNA<120 z A. thaliana poddanych stresowi osmotycznemu (A) oraz roslin kontrolnych,

wzrastajgcych w standardowych warunkach (B). Opis szczeg6towy w tekscie.

V.3. Analiza Zmian zachodzgacych w degradomie RNA podczas procesow

rozwojowych

Wyniki dotychczasowych analiz wskazywaty, ze degradom RNA moze mie¢ unikalny
tkankowo-specyficzny charakter, gdyz na jego skfad wptywajg r6znego rodzaju czynniki
endo- i egzogenne. Wszystkie przeprowadzone analizy dotyczyty jednak w petni dojrzatych
roslin o ustabilizowanym metabolizmie, stad najprawdopodobniej obserwowane zmiany byty
dos¢ ograniczone. Aby zbada¢ jak zmienia sie degradom RNA podczas intensywnie
zachodzacych procesow rozwojowych postanowiono wykorzystaé jeden z uktadow
modelowych stosowanych w tego typu analizach. Sg nim brodawki korzeniowe rozwijajgce
sie podczas symbiozy roslin motylkowatych z bakteriami wigzacymi azot. Jako materiat
badawczy wykorzystano nieinfekowane korzenie oraz brodawki korzeniowe tubinu zéttego
Lupinus luteus odmiany Ventus. Tkanke korzenia zebrano po trzech dniach od skietkowania
siewek, natomiast tkanke brodawek 8, 24 i 76 dni po infekcji szczepem Bradyrhizobium

lupini (Metody IV.2). Analogicznie jak w opisanych wczesniej przypadkach pozyskane z
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korzenia i brodawek preparaty RNA<120 poddano analizie metodg dwukierunkowej
elektroforezy w zelu PAA.

Juz wstepna, bardzo pobiezna ocena uzyskanych autoradiograméw wykazata
zaskakujace podobienstwo degradomu RNA z tkanki korzenia i z 24-dniowych brodawek
(Rys. V.32. 8 dpi oraz 24 dpi). Na obu z tatwoSciag mozna znalez¢ wspdlne elementy,
stanowigce punkt odniesienia do poszukiwan innych mniej lub bardziej wyraznych réznic.
Jedng z nich jest z pewnoscig ogdlnie nizszy poziom intensywnos$ci plam obserwowany dla
24-dniowej brodawki szczeg6lnie w rejonie oznaczonym na Rys. V.32 niebieskim okregiem.
Z drugiej strony mozna dostrzec, ze autoradiogramy uzyskane dla RNA izolowanych z 8-
dniowych miodych i 76-dniowych starzejacych sie brodawek znacznie odbiegajg od dwaoch
pozostatych (Rys. V.32. 8 dpi oraz 76 dpi). Tylko niektére z plam wydajg sie mie¢ tutaj
odpowiedniki na autoradiogramach uzyskanych dla nieinfekowanej tkanki korzenia i dojrzatej
brodawki. Generalnie wystepuje na nich mata ilo$¢ bardzo intensywnych plam. Mozna jednak
zauwazyC pewne podobienstwo pomiedzy degradomami RNA charakterystycznymi dla
pierwszego i ostatniego z analizowanych stadiéw rozwojowych brodawek (brodawki 8- i 76-
dniowe). Wyrazne réznice wystepuja gtownie w rejonie oznaczonym na V.32 czerwonym
okregiem.

Przeprowadzona analiza wykazata, ze wraz z osigganiem przez komorki kolejnych
etapow rozwojowych wyraznie zmienia sie ich degradom RNA. Innymi stowy, kazdemu
stanowi przyporzadkowa¢ mozna charakterystyczny zestaw czasteczek RNA o dtugosci od 12
do 120 nt. Niestety ze wzgledu na brak znajomosci petnej sekwencji genomu tubinowego nie
sposob byto jednoznacznie okreslic, jakie jest pochodzenie poszczegélnych czasteczek.
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Rysunek V.32. Przyktadowe autoradiogramy uzyskane w wyniku rozdziatu metodg 2D-E frakcji
RNA<120 z L. luteus izolowanej z: nieinfekowanej tkanki korzenia (K), brodawek
korzeniowych 8 dni po infekcji B. lupini (8 dpi), brodawek korzeniowych 24 dni po infekcji B.
lupini (24 dpi ), 76 dni po infekcji B. lupini (76 dpi). Opis szczegdtowy w tekscie.
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V1. DYSKUSJA

Mimo niezwyktego postepu, jaki w drugiej potowie XX wieku dokonat sie w obrebie
nauk biologicznych, nasza wiedza na temat katabolizmu kwaséw nukleinowych jest wcigz
bardzo ograniczona. W przypadku kwaséw rybonukleinowych zjawiskiem, ktére od wielu juz
lat skupiato uwage badaczy, byt tzw. recykling nukleotyddw. Proces ten polega na ciagtym
rozpadzie funkcjonalnych RNA do pojedynczych monomerdw, dzieki czemu stale
uzupetniana jest pula nukleotyddw potrzebnych do syntezy nowych czgsteczek.

Podstawowym celem badan prezentowanych w niniejszej rozprawie byta identyfikacja
I wstepna charakterystyka produktow przejsciowych, jakie potencjalnie moga powstawaé w
trakcie procesu degradacji RNA w komorkach roslinnych. Uzyskane wyniki sugeruja, iz
degradacja RNA jest procesem uporzgdkowanym i powtarzalnym. W jej rezultacie
generowana jest pula stabilnych czasteczek, ktore akumulowane sg w komdrkach i moga by¢
wykorzystane jako specyficzne regulatory lub stuzy¢ jako biomarkery, zarbwno przemian
fizjologicznych, jak i proceséw patologicznych zachodzacych w organizmie roslinnym.

Z danych literaturowych wynika, iz w zaleznosci od panujgcych warunkow, rozna jest
dynamika rozpadu poszczegélnych czasteczek RNA. Mozna zatem powiedzie¢, ze w danych
warunkach kazdy RNA charakteryzuje sie specyficzng trwatoscig, przez co proces jego
degradacji prowadzi zawsze do powstania SciSle okresSlonych produktow przejSciowych.
Stosunkowo niskg stabilnoscig charakteryzujg sie z reguty czasteczki mRNA. Regulacja ich
degradacji jest jednym z podstawowych mechanizméw kontrolujacych ekspresje genow i
determinujacych poziom akumulacji biatek. Za najtrwalsze uwazane sg rRNA i tRNA. Jezeli
nie bra¢ pod uwage procesow, w ktorych eliminowane sg czasteczki nieprawidtowo
zsyntetyzowane (kontrola jakosci RNA), wowczas mozna stwierdzi¢, ze RNA te s3
degradowane tylko w wyjatkowych sytuacjach np. niedoboru fosforu, azotu, wegla czy
magnezu (Deutscher, 2003; Deutscher, 2006). W trakcie przygotowywania niniejszej
rozprawy, pojawity sie pierwsze doniesienia na temat akumulacji potowicznych produktow
degradacji tRNA (30-35 nt) oraz krétkich produktow rozpadu rRNA (Lee i Collins, 2005;
Johl, 2007; Haiser, 2008; Li, 2008; Thompson, 2008; Zhang, 2009). Fenomen ten zostat
zaobserwowany zaréwno w przypadku organizméw prokariotycznych, jak i eukariotycznych,
dotyczy bakterii, grzybow, roslin, a takze zwierzat (Tab. VI.1) (Li i Zhou, 2009). Nadal
jednak nieznane pozostajg przyczyny, dla ktorych komorki akumulujg produkty degradacji
kwasow rybonukleinowych. Jak dotad, nie wyjasniono rowniez jaka moga one petié role.
Postuluje sie, ze produkty degradacji rRNA i tRNA mogg funkcjonowaé jako czasteczki
sygnalne w procesach rozwojowych lub w oddziatywaniach pomiedzy organizmem a
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otaczajgcym go Srodowiskiem. Inne hipotezy zaktadaja, iz moga one byC¢ zaangazowane w
negatywng regulacje ekspresji genow poprzez bezposrednig inhibicje translacji, w sposob
odpowiadajgcy innym matym regulatorowym RNA, lub tez w sposob posredni, ograniczajac
ilos¢ funkcjonalnych czasteczek potrzebnych do biosyntezy biatka (Thompson, 2008; Zhang,
2009; Li i Zhou, 2009). Dogtebna analiza tego niezwykle ciekawego zjawiska z pewnoscig

przyczyni sie do lepszego poznania podstawowych proceséw zachodzacych w komorce.

Tabela V.1. Znane przyktady akumulacji produktow degradacji tRNA u réznych organizméw
(Li i Zhou, 2009).

Organizm Warunki Ciete izotopy tRNA Pozycja Dtugosé Enzym Proponowana funkcja
indukujace ciecia produktu
ciecie w nt
E. coli indukcja tRNA-Tyr, -His, - | 34-35 34-37 colicyna E5 | hamowanie
odpowiedzi Asn, -Asp 38-39 colicynaD | biosyntezy biatka,
SOSUE. coli | tRNA-Arg indukcja apoptozy
T. thermophilia | niedobor wszystkie tRNA petla 30-35 Nieznany eliminacja
aminokwasow antykodonu nieaminoacylowanych
tRNA, czasteczki
sygnalne
S. coelicolor roznicowanie | wszystkie tRNA petla 30-35 Nieznany czasteczki sygnalne w
komaorek antykodonu procesach
rozwojowych
A. fumigatus réznicowanie | wszystkie tRNA za | rejon brak Nieznany hamowanie
komorek wyjatkiem tRNA- | przylegly informacji biosyntezy biatka
Met, -Trp i -Asp do
antykodonu
od strony 3’
ssacze linie | rézne stresy brak informacji petla 35-37 angiogenina | odpowiedz na stres
komorkowe antykodonu komorkowy
drozdze, stres tRNA-Arg, -Asp, - | petla ~40 Nieznany czasteczki  sygnalne,
rosliny, ludzkie | oksydacyjny GlIn, -Glu, Gly, -lle, | antykodonu inhibicja translacji
linie -Leu, -Lys, -Ser, - | i rejony
komorkowe Thr, -Met przylegte
G. lamblia rozne stresy wszystkie tRNA rejon ~46-47 Nieznany negatywna regulacja
przylegty ekspresji gendw
do
antykodonu
od strony 5’

V1.1. Wstepne badania metodologiczne

Technika dwukierunkowej elektroforezy okazata sie bardzo obiecujgcym narzedziem

badawczym umozliwiajgcym wstepng charakterystyke wybranej frakcji RNA (RNA<120). Na

podstawie

analiz

modelowych

mieszaniny

ztozonej

czterech

syntetycznych
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oligorybonukleotydéw, mozna byto sadzi¢, ze najlepszy rozdziat uzyskiwany jest przy
zastosowaniu zeli natywnych. W istocie, najbardziej stabilne konformery byly wowczas
wyraznie rozseparowane. Dodatkowo jednak sygnat ulegat znacznemu rozmyciu,
najprawdopodobniej w wyniku wystepowania licznych mniej stabilnych konformeréw.
Obserwowany dynamizm konformacyjny krétkich czasteczek RNA wydawat sie byC bez
znaczenia w przypadku analizy czterech modelowych oligorybonukleotydow (Rys. V.3).
Jednakze znacznie utrudniat analize realnych prébek wyizolowanych z roélin (Rys. V.4).

Na podstawie wnioskéw wyptywajacych z przeprowadzonych badan testowych
(Wyniki V.1.2.1) zdecydowano, aby RNA podda¢ analizie za pomocg dwukierunkowej
elektroforezy w czeSciowo-denaturujacych zelach PAA. Zastosowanie takich warunkéw
rozdziatu zapewnia stosunkowo dobrg separacje czasteczek o takiej samej dtugosci, lecz o
roznym skiadzie nukleotydowym (r6znej masie czasteczkowej). Dodatkowo w warunkach
czesciowo-denaturujgcych wystepowa¢ mogg tylko najstabilniejsze konformery, natomiast
struktury mniej stabilne ulegajg rozbiciu. Pozwala to unikng¢ nadmiernego rozmycia
sygnatow (plam). Fakt ten wydaje sie mie¢ szczegdlne znaczenie w sytuacji, kiedy analizie

poddawana jest cata komdrkowa populacja czasteczek RNA<120.

VI1.2. Wstepna analiza krotkich RNA wystepujgcych w  komérkach

roslinnych

W kolejnym etapie badan postanowiono oszacowaé polimorfizm puli krotkich RNA
wystepujacych w wybranym organie modelowej rosliny A. thaliana. W tym celu
przeprowadzono wiele niezaleznych analiz 2D-E frakcji RNA<120 izolowanych z lisci.
Stwierdzono, iz charakteryzuje sie ona stabilnym skladem zaréwno pod wzgledem
jakosciowym, jak i ilosciowym. Nastepnie w analogiczny sposob prébowano ustali¢, w jakim
stopniu frakcja RNA<120 jest tkankowo specyficzna. W badaniach tych wykorzystano
preparaty izolowane z lisci, korzeni oraz kwiatdbw A. thaliana. Wstepna, bardzo
powierzchowna analiza uzyskanych autoradiograméw wskazywata na stosunkowo duze
podobienstwo pomiedzy poszczegdlnymi probkami. Dopiero bardziej szczeg6towe ich
poréwnanie pozwolito zidentyfikowaC roznice zaréwno jakosciowe tzn. obecno$¢ plam
unikalnych i charakterystycznych wytgcznie dla danego organu, jak i ilosciowe, czyli
wygaszenie badz wzmocnienie sygnatdw pochodzacych najprawdopodobniej od identycznych
czasteczek RNA. Analizowane probki RNA pochodzity z wyspecjalizowanych organéw
petnigcych odmienne funkcje biologiczne, mozna byto zatem przyjaé, iz transkryptom tych
komorek nie jest jednakowy. Na przykiad, szereg reakcji i procesow fizjologicznych
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zaleznych od Swiatta, w tym fotosynteza, powinno determinowac unikalny charakter frakcji
RNA<120 izolowanej z lisci. Nie wydaje sie jednak, aby procesy te w zasadniczy sposob
wptywaty na sktad badanych preparatow. Na podstawie uzyskanych wynikéw nalezato wiec
sadzi¢, ze dajgca sie wykryC pula czasteczek pochodzi w swej zasadniczej czesci z tzw.
konstytutywnych RNA. Jest sprawg oczywistg, ze w roznych organach moga pojawiac sie
specyficzne dla nich czasteczki RNA, jednak podstawowe elementy transkryptomu (tRNA,
rRNA), a tym samym produkty ich degradacji, akumulowane sg na zblizonym poziomie
zarowno w czeSciach podziemnych, jak i nadziemnych roéliny. Zastosowana metoda
badawcza umozliwiata detekcje jedynie tych czasteczek, ktore wystepowaty w odpowiednio
wysokim stezeniu. Zaobserwowane profile akumulacji krotkich RNA odzwierciedlaty zatem
podstawowy stan fizjologiczny catego organizmu. Zdecydowana wiekszo$¢ specyficznych
RNA powstajgcych tylko w niewielkiej liczbie kopii, byla najprawdopodobnigj
niewykrywana. Nie moze wiec dziwi¢ fakt, iz najwiecej roznic wykazywat preparat
wyizolowany z kwiatdéw, czyli organow wyspecjalizowanych w rozmnazaniu generatywnym.
Na podstawie przeprowadzonych badan mozna byto stwierdzié, iz sktad ilosciowy
oraz jako$ciowy analizowanej puli czasteczek RNA o dtugosci ponizej 120 nt nie wykazuje
znaczacych fluktuacji, dodatkowo jest w pewnym zakresie organo-specyficzny. Jezeli
zatozyC, ze znaczna czesC tych czasteczek pochodzi z rozktadu wiekszych jednostek
transkrypcyjnych, wowczas degradom RNA moze by¢ traktowany jako potencjalne zrédto

biomarkerdow.

V1.3. Identyfikacja czasteczek tworzgcych degradom RNA

Aby uzyskaC wiecej informacji na temat czasteczek RNA obserwowanych podczas
dwukierunkowej elektroforezy, skonstruowano dwie biblioteki cDNA. Do otrzymania
pierwszej z nich, tzw. biblioteki RNA18-73, uzyto wszystkich czasteczek (wyizolowanych z
lisci A. thaliana) o dtugosci od 18 do 73 nukleotydéw. Druga, zwana biblioteka RNA70,
stworzona zostata w oparciu o 70 wyizolowanych z zelu czasteczek, charakteryzujacych sie
najwyzsza akumulacja. Nastepnie sklonowano i poznano sekwencje 161 roznych czasteczek
pochodzacych z biblioteki RNA18-73 oraz 66 réznych czasteczek z biblioteki RNA70.
Przeprowadzona analiza bioinformatyczna wykazata, ze za produkty degradacji uzna¢ mozna
98% (157) czasteczek zidentyfikowanych w obrebie biblioteki RNA18-73 i 90% (60)
czasteczek zidentyfikowanych w obrebie biblioteki RNA70. Ponad 80% czasteczek biblioteki
RNA70 oraz 65% czasteczek biblioteki RNA18-73 to produkty degradacji rRNA i tRNA. W
obu przypadkach najliczniejszg frakcje stanowity produkty degradacji tRNA (odpowiednio
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48% i 35% wszystkich zidentyfikowanych czasteczek). Pozostate czasteczki odpowiadaty
produktom degradacji mRNA, matych RNA, w tym prekursorow miRNA, a takze, co
ciekawe, niezidentyfikowanych dotad czasteczek transkrybowanych prawdopodobnie z
rejondw klasyfikowanych jako DNA miedzygenowe. Te ostatnie stanowity zaledwie 3%
degradantow zidentyfikowanych w bibliotece RNA70 i az 18% degradantéw wytowionych z
biblioteki RNA18-73. Udziat procentowy poszczegolnych klas RNA roznit obie biblioteki w
sposOb znaczacy wylgcznie w przypadku produktéw degradacji tRNA i rejondéw
miedzygenowych. W bibliotece RNA18-73 stosunkowo mniejszy udziat produktow
degradacji tRNA rekompensowany byt wiekszg liczbg czagsteczek pochodzacych z rejondw
miedzygenowych. W przypadku biblioteki RNA70 zaobserwowano natomiast sytuacje
odwrotng. Moze to Swiadczy¢ o tym, iz produkty transkrypcji DNA miedzygenowego
powstajg w komorkach w niewielkiej liczbie kopii i w wiekszosci sg akumulowane na
poziomie uniemozliwiajgcym detekcje za pomocg dwukierunkowej elektroforezy. Poniewaz
biblioteka RNA70 powstata na bazie wytypowanych czasteczek RNA o stosunkowo wysokim
poziomie akumulacji, zidentyfikowano zaledwie Kkilka procent czasteczek o takim
pochodzeniu. Biblioteka RNA18-73 dostarcza natomiast informacji o stanie totalnego
degradomu RNA komorki. Analiza jej sktadu pozwala sadzic, iz istotng czesc tej biblioteki
stanowig czasteczki wystepujace w komdrce na niskim i bardzo niskim poziomie.

Podczas przygotowania biblioteki RNA18-73 zastosowano dwa rézne podejscia
klonowania czasteczek RNA. W pierwszym podejsciu, do obu koncéw czasteczek RNA
przytaczono krotkie oligomery o zaprojektowanej sekwencji. Drugie podejScie pozwalato
uzyskac sekwencje cDNA z pominieciem reakcji przytaczania oligomeru do konca 5° RNA.
Okazato sig, ze w przypadku zastosowania pierwszej z metod, 50% analizowanych sekwencji
odpowiadato tRNA, a 24% pochodnym rejondéw miedzygenowych. Preferencyjne klonowanie
obu tych klas czasteczek szto w parze ze stosunkowo niewielkim udziatem produktow
degradacji rRNA (13%). Wprowadzenie drugiej z metod klonowania spowodowato
zmniejszenie udziatu czasteczek zaklasyfikowanych jako produkty degradacji tRNA i
transkrypty miedzygenowe do odpowiednio 29% i 13%. Sytuacji takiej towarzyszyto niemal
trzykrotne zwiekszenie liczebnosci frakcji produktéw degradacji rRNA. Poniewaz druga z
metod zaktadata pominiecie reakcji przytaczania oligomeru do konca 5 tancucha RNA,
mozliwe stato sie klonowanie czasteczek bez wzgledu na obecno$¢ czy brak grupy
fosforanowej. Moze to sugerowaé, ze wiekszo$¢ poddanych klonowaniu fragmentéw rRNA,
w odroznieniu do produktow degradacji tRNA, nie posiada grupy fosforanowej na koncu 5’,

przez co nie ulega potaczeniu z syntetycznym ologonukleotydem. Produkty te powstaty
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najprawdopodobniej na skutek procesow rozpadu prowadzacych do uwolnienia czasteczek z
wolng grupa hydroksylowa na koncu 5’ i cyklicznym monofosforanem na koncu 3’.

Wiekszos¢ (55%) czasteczek biblioteki RNA70 posiadato swe odpowiedniki posrdd
czasteczek biblioteki RNA18-73. Okazuje sie zatem, ze degradom RNA mozna badaé
niezaleznie kilkoma metodami, uzyskujac przy tym wiarygodne wyniki. Czasteczki obecne w
obu bibliotekach sg réwniez dowodem na istnienie uniwersalnych i bardzo specyficznych
mechanizmoéw degradacji. Co wiecej, mozna sgdzi¢, ze akumulacja czgsteczek wspolnych dla
obu bibliotek jest w pewien sposdb uprzywilejowana, a w komorce istnieje zapotrzebowanie
na konkretne produkty degradacji. Biblioteka RNA18-73, jak juz wspomniano, odpowiada
totalnemu degradomowi RNA komorki. Dzieki temu analiza iloSciowa poszczegolnych jej
elementdw moze rowniez dostarczy¢ waznych informacji o nagromadzeniu konkretnych
fragmentow RNA w komorce. Wiekszo$¢ ze zidentyfikowanych czasteczek biblioteki
RNA18-73 wyizolowano jednokrotnie. Istniejg rowniez takie, ktore sklonowano wielokrotnie
(od dwoch do kilkunastu niezaleznych powtorzen). Do najczesciej wystepujacych zaliczy¢
mozna: fragment 25S rRNA, 18S rRNA, 5,8S rRNA (po kilkanascie niezaleznych powtdrzen)
oraz 2 fragmenty tRNA-Gly i fragment tRNA-Trp (7-9 niezaleznych powto6rzen). Sposrod
frakcji matych RNA na szczegolne wyroznienie zastugujg dwie czasteczki, ktore
zidentyfikowano odpowiednio 38- i 11-krotnie. Czesto$¢ identyfikacji niektorych klonéw
moze dodatkowo ulec powiekszeniu, jesli wezmie sie pod uwage wystepowanie réznych
wariantdw danej czasteczki (warianty réznigce sie dtugoscig). Widac¢ wiec, ze réwniez pod
wzgledem ilosciowym, degradom RNA stanowi bardzo roznorodng pule czasteczek. W
przypadku biblioteki RNA70, analiza ilosciowa byfa nieuzasadniona, gdyz matryce do
uzyskania biblioteki tgczono, ,,usredniajac” zawarto$¢ poszczegolnych czasteczek.

Uwaza sig, iz 80% totalnego RNA przecietnej komorki stanowig rRNA, 10-15% to
tRNA a 5% to mRNA. Udziat matych regulatorowych RNA w puli totalnego RNA komorki
jest stosunkowo niewielki. Pomimo, duzego zrdznicowania poziomu ich ekspresji, m. in. w
zaleznos$ci od tkanki, jej aktywnos$ci biologicznej lub wieku organizmu, $rednia zawarto$¢
miRNA w transkryptomie wynosi okoto 0,01% (zrédto: mirVana™ Labelling Kit, Ambion).
Analiza bioinformatyczna czasteczek wyizolowanych z obu bibliotek wykazata tymczasem,
ze dominujacg frakcjg degradomu sg pochodne tRNA (az do 48% wszystkich czasteczek
biblioteki RNA70). Produkty degradacji rRNA stanowig druga co do wielkosci frakcje
degradomu 30-37%. Mozna zatem powiedzieé, ze sktad degradomu RNA nie odzwierciedla
stosunkow ilosciowych pomiedzy poszczegolnymi klasami RNA wystepujgcymi w komérce.

Obserwowana zmiana proporcji przemawia rowniez za tym, ze badane produkty degradaciji

125



DYSKUSJA

nie powstaty na skutek przypadkowego rozpadu czasteczek, na przyktad podczas ich izolacji.
W przeciwnym razie, nalezatoby spodziewaC sie gtownie produktéw degradacji
dominujgcego komponentu, a wiec pochodnych czasteczek rRNA. Wsrod analizowanego
zbioru czasteczek, bedgcych produktami degradacji wiekszych funkcjonalnych transkryptow,
znajduje sie réwniez liczaca 7-8% frakcja czasteczek zwigzanych z biogenezg matych
niekodujgcych RNA. Udziat tej frakcji w populacji czasteczek o dtugosci nie przekraczajacej
120 nt jest wiec kilkaset razy wiekszy w porownaniu do udziatu w totalnym RNA komorki.
Wyjatkiem sg natomiast produkty degradacji mRNA. W ich przypadku zaobserwowano
zgodnos$¢ pomiedzy kilkuprocentowym udziatem w populacji degradomu oraz totalnym RNA.
Nalezy réwniez dodac, ze przy obliczaniu procentowych udziatow poszczegolnych typow
RNA w transkryptomie nie uwzgledniono tej jego czesci, ktdra powstaje na bazie rejondw

miedzygenowych.

V1.4. Funkcja zidentyfikowanych degradantow RNA

Obserwacja, iz w komorkach dochodzi do akumulacji stabilnych produktow
posrednich degradacji czasteczek rRNA i tRNA znalazta w ostatnich latach poparcie w
danych literaturowych. Nie wiadomo natomiast, jaka jest funkcja tych czasteczek i jakie
mechanizmy odpowiadajg za ich powstanie. Zarowno tRNA, jak i rRNA przyjeto uwazac za
czasteczki stabilne, ulegajace rozktadowi jedynie w szczegolnych warunkach. Rybosomy i ich
komponenty ulegajg degradacji np. podczas ograniczonego dostepu do skiadnikow
odzywczych. W ten sposob komdrka korzysta z rezerwuaru niezbednych do zycia
makroelementéw. Czynnikiem faworyzujagcym degradacje rybosomow jest dysocjacja
podjednostek. Z badan struktury krystalicznej tych makromolekut wiadomo, ze duza czes$¢
rRNA eksponowana jest wiasnie na powierzchni styku obu podjednostek rybosomu. Stad tez
dysocjacja podjednostek odstania rejon wrazliwy na dziatanie endo — i egzonukleaz (Zundel,
2009). W ramach niniejszej pracy poddano analizie in silico 2 fragmenty 16S rRNA i 1
fragment 23S rRNA, lokujac je w obrebie znanego modelu rybosomu bakteryjnego Thermus
thermophilus (Selmer 2006). Oba fragmenty, ktére odpowiadajg produktom degradacji 16S
rRNA usytuowane sg odpowiednio przy koncu 3’ i 5’ czasteczki petnej dtugosci, natomiast
produkt degradacji 23S rRNA odpowiada w przyblizeniu Srodkowej czesci czasteczki.
Okazato sie, ze wszystkie one znajdujg sie wiasnie na powierzchni styku matej i duzej
podjednostki rybosomu. Z poczynionych obserwacji wynika rowniez, ze analizowane rejony

rRNA potozone sg w poblizu centrum biosyntezy biatka.
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Z ogolnych informacji na temat budowy i funkcji rybosomu bakteryjnego wynika, ze
jedna z domen 16S rRNA tzw. domena 3’ minor wraz z 4 helisami, centralnym
pseudoweztem oraz 3’ i 5’ koficem czasteczki tworzg centrum dekodujace odpowiedzialne za
translokacje mRNA i tRNA oraz kontrole wiernosci oddziatywan kodon-antykodon
(Bakowska, 2005). Wiadomo réwniez, ze w poblizu konca 3’ prokariotycznych 16S rRNA
znajduje sie sekwencja anty-Shine-Dalgarno odpowiedzialna za wigzanie potozonego
powyzej kodonu start, komplementarnego rejonu mRNA (sekwencja Shine-Dalgarno)
(Bakowska, 2005). W ten sposob dochodzi do inicjacji oddziatywan rybosom-mRNA i w
konsekwencji do rozpoczecia translacji. Eukariotycznym ekwiwalentem sekwencji Shine-
Dalgarno jest motyw mRNA zwany sekwencjg Kozak. Fragment odpowiadajacy produktowi
degradacji 23S rRNA nie obejmuje, co prawda, pozycji o aktywnosci transferazy
peptydylowej (A2486), jednak z racji swego potozenia z pewnos$cig odgrywa znaczacg role w
procesach biosyntezy biatka. Wydaje sie zatem, ze przynajmniej niektére badane produkty
degradacji rRNA stanowig funkcjonalnie bardzo istotne fragmenty rybosomu. By¢ moze
wymuszona, W pewnych warunkach, degradacja rybosomu rozpoczyna sie wiasnie od
dysocjacji jego podjednostek i usuniecia z kompleksu jako pierwszych, tych fragmentéw
rRNA, ktore petnig istotne funkcje. Uszkodzone w ten sposéb podjednostki rybosomu nie
moga podlegac reasocjacji, w skutek czego postepuje ich stopniowy rozktad. Nie wiadomo
jednak, jakie czynniki biorg udziat w tym procesie. Z danych literaturowych wynika, ze niskie
stezenie jondbw magnezu faworyzuje dysocjacje podjednostek rybosomu i tym samym ich
sukcesywng degradacje. Sugeruje sie, ze w poczatkowych etapach degradacji biorg udziat
enzymy z Kklasy endonukleaz. Jednak obecnos$¢ inhibitorow transkrypcji, takich, jak
rifampicyna, nie zapobiega degradacji rybosoméw w gtodujacych komérkach. Stad wniosek,
ze proces ten nie wymaga zaangazowania jaki$ specyficznych biatek co musiatoby wigzac sie
z wczesniejszg aktywacjg kodujacych je gendw (Zundel, 2009).

Z przeprowadzonych analiz produktow degradacji rRNA wynika, ze pochodne 25S
rRNA i 18S rRNA stanowig odpowiednio 44% i 37% wszystkich klonéw zidentyfikowanych
jako fragmenty rRNA. Udziat produktow degradacji pozostatych rRNA w tej frakcji
degradomu jest niewielki i wynosi od 5% do 2%. Prawdopodobnie to z racji swych
rozmiarOw oraz powszechnego wystepowania na terenie cytoplazmy, czasteczki 25S rRNA i
18S rRNA sg Zrédtem stosunkowo duzej liczby degradantow. Z modeli struktury
drugorzedowej, uzyskanych dla tych czasteczek za pomocg programu MFOLD, wynika, ze
produkty degradacji moga by¢ uwalniane praktycznie z kazdego rejonu rRNA. Cze$¢

produktéw degradacji powstaje najprawdopodobniej na skutek odciecia petli apikalnych z
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funkcjonalnych czasteczek, natomiast inne moga powstawac z jednego ramienia dtugich
odcinkdéw dwuniciowych. Fakt, iz zaobserwowano niewiele produktow degradacji rRNA
pochodzenia organellowego moze $wiadczy¢ o odmiennych mechanizmach degradacji w
cytoplazmie oraz w plastydach czy mitochondriach.

Co ciekawe, prawie wszystkie produkty degradacji zaklasyfikowane jako pochodne
rRNA mogty w rzeczywistosci powsta¢ z kilku roznych czasteczek. W trakcie analizy tej
frakcji degradomu, identyfikowano zwykle dwa lub wiecej prekursorow wykazujacych
rownie dobre dopasowanie. Obok rRNA byly to najczesciej mRNA lub mate RNA.
Wiekszos$¢ z tych mRNA stanowi matryce do syntezy hipotetycznych biatek o niepoznanej
funkcji, inne to mMRNA: biatka z rodziny metalotionein, syntetazy glutationu, czynnika
transkrypcyjnego i czynnika naprawy DNA. Metalotioneiny to biatka odpowiedzialne za
kumulowanie niezbednych pierwiastkow S$ladowych, gtdwnie cynku i miedzi oraz
toksycznych jonéw metali ciezkich, np. kadmu. Zaréwno metalotioneiny, jak i glutation,
syntetyzowany przy udziale syntetazy glutationu, zaliczane sg do silnych antyoksydantéw
(Baranowska-Morek, 2003). Okazuje sie zatem, ze przynajmniej w kilku przypadkach
przeprowadzona analiza dotyczy RNA kodujacych biatka zaangazowane w ochrone komorki
przed wptywem szkodliwych czynnikow.

Bardzo interesujgce wydaje sie pytanie, dlaczego tak liczna frakcja degradomu RNA
moze powstawac z Kilku réznych transkryptow. W wyjasnieniu tego problemu pomocne
moga okazac sie badania nad endonukleazg tRNA Z. Enzym ten, uczestniczy w dojrzewaniu
konca 3 tRNA. Z doniesien literaturowych wynika, ze ludzka cytozolowa tRNaza Z
funkcjonuje jako kompleks rybonukleoproteinowy ztozony z endonukleazy i tzw. czasteczki
naprowadzajacej sgRNA (ang. small guide RNA). Co ciekawe, udowodniono, ze sgRNA
tRNazy Z to przede wszystkim 5’-potowy tRNA i fragmenty 28S rRNA. Rola sgRNA polega
na oddziatywaniu z komplementarng sekwencjg w docelowej czasteczce RNA, w taki sposob,
aby doszto do odtworzenia struktury drugorzadowej pre-tRNA lub rRNA. Ukiad ten
rozpoznawany jest nastepnie przez nukleaze, ktéra przeprowadza ciecie docelowej czasteczki
RNA w Scisle okreSlonym miejscu. Istniejg przestanki sugerujace, ze tRNaza Z moze
uczestniczy¢ w regulacji ekspresji gendw. Poparciem dla tej tezy sg badania in silico i
identyfikacja 432 czasteczek mRNA, ktorych poziom mogtby byc regulowany z udziatem 5’
potowy tRNA-GIlu, jako sgRNA. Pojawity sie rowniez eksperymentalne dowody na to, iz 5’
potowy tRNA-Glu i fragmenty 28S rRNA umozliwiajg tRNazie Z przeciecie mRNA
fosfatazy biatkowej F1 (PPMF1) i mRNA ciezkiego tancucha dyneiny (DYNC1H1)
(Elbarbary, 2009).
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ByC moze to whasnie duze zapotrzebowanie na czasteczki kluczowe dla tRNazy Z
powoduje, ze sa one pozyskiwane z Kilku roznych zrodet i preferencyjnie akumulowane.
Zaprzecza¢ temu wydaje sie jednak fakt, iz pochodzenie produktéw degradacji tRNA
stanowigcych najliczniejszg frakcje degradomu RNA, okres$lono w sposob jednoznaczny.

Jak juz wczesniej wspomniano, w ostatnich latach ukazato sie kilka publikacji
poswieconych zjawisku akumulacji produktow degradacji tRNA. We wszystkich tych
przypadkach stwierdzano, ze frakcja degradantow tej klasy czasteczek RNA jest szczegdlnie
liczna. Czasteczki tRNA sg stosunkowo nieduze, posiadajg stabilng i dobrze zdefiniowang
strukture, stad tez wstepna analiza produktow ich rozpadu nie przysparza wiekszych
trudnosci. Do czynnikdw, ktére indukujg degradacje tRNA zalicza sie przede wszystkim
niedobdr skiadnikow odzywczych, np. aminokwasdw, badZz stres oksydacyjny. Wielu
naukowcOow tlumaczy zaistniatg sytuacje ograniczeniem procesu translacji. Brak
aminokwaséw w komorce prowadzi bowiem do zwiekszenia liczby wolnych tRNA, a te z
kolei stajg sie substratem dla enzymow nukleolitycznych. Istniejg jednak dowody, iz proces
ten jest znacznie bardziej ztozony i nie opiera sie¢ wytgcznie na mechanizmach kontroli
jakosci niefunkcjonalnych tRNA. Przemawia za tym fakt, iz mutanty drozdzy, wykazujace
zaburzenia procesow dojrzewania tRNA, akumulujg potowki tych czasteczek, na poziomie
zblizonym do obserwowanego u szczepu dzikiego. Wiadomo réwniez, ze degradacja tRNA o
nieprawidtowym wzorze modyfikacji zachodzi z udziatem egzonukleaz 5’ (Thompson, 2008;
Li, 2009).

Wyniki uzyskane w ramach niniejszej rozprawy dowodza, iz A. thaliana wzrastajgce
w normalnych warunkach akumulujg w swych komérkach réznej diugosci produkty
degradacji tRNA. Stwierdzono obecno$¢ produktéw degradacji wszystkich typéw za
wyjatkiem tRNA dekodujagcego glutamine. Moze to sugerowaé, ze mechanizmy
odpowiedzialne za ich powstanie sg uniwersalne, jesli nie dla wszystkich, to przynajmniej dla
olbrzymiej wiekszosci roznych tRNA. Z racji tego, ze sklad degradomu tRNA
cytoplazmatycznych rézni sie od organellowego mozna przypuszczac, ze selekcja czasteczek
przeznaczonych do degradacji zachodzi inaczej w réznych kompartmentach komorki. Jesli
przyja¢, iz analizowane fragmenty petnig jaka$ funkcje, wowczas w zaleznosci od
kompartmentu, inne moze by¢ zapotrzebowanie na poszczegolne produkty degradacji. Nalezy
zaznaczy¢, ze zidentyfikowano zaledwie jeden fragment tRNA pochodzenia
mitochondrialnego. Moze to sugerowaé, ze badane zjawisko dotyczy tego organellum w
bardzo niewielkim stopniu badz wcale. Wérdd degradantow pochodzenia cytoplazmatycznego

znajduja sie pochodne az 7 roznych tRNA dekodujacych arginine. Zidentyfikowano réwniez
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produkty degradacji 4 roznych tRNA-Cys, tRNA-Gly oraz tRNA-Glu. Dodatkowo fragmenty
tRNA-Gly i tRNA-Trp nalezg do najczesciej wystepujacych czasteczek tej frakcji degradomu.
Podczas gdy aminokwasy dekodowane przez tRNA-Gly i tRNA-Glu sg czesto
wykorzystywane podczas syntezy biatek, cysteine i tryptofan zalicza sie¢ do aminokwasow
wystepujgcych stosunkowo rzadko. Trudno zatem jednoznacznie stwierdzic, czy analizowane
zjawisko dotyczy degradacji tRNA wystepujacych w nadmiarze a rzadko wykorzystywanych,
czy tez rozpadajg sie te czasteczki, ktérych jest w komorce najwiecej. Bardzo interesujgcym
wydaje sie rowniez fakt, iz nie zawsze produkty degradacji tRNA pochodzg z czasteczek
kodowanych przez najwiekszg liczbe genow. W zadnej z bibliotek nie znaleziono czasteczki,
ktora odpowiadataby tRNA-Ser o antykodonie AGA, kodowanemu w genomie jadrowym
przez 37 gendw. Zaobserwowano natomiast fragmenty synonimicznych tRNA-Ser, dla
ktorych znanych jest zaledwie kilka gendéw. Podobng sytuacje zanotowano w przypadku
tRNA dekodujgcych proline i valine. Zwraca uwage rowniez fakt, iz geny wiekszosci
zidentyfikowanych czasteczek znajdujg sie na chromosomach 5 (50%) i 2 (23%).
Akumulowane produkty degradacji nie zawsze tez pochodzg z tych czasteczek w obrebie
jednego typu, ktérych antykodon jest najczesciej wykorzystywany sposrod wszystkich
kodondw synonimicznych. Okazuje sie, ze tRNA o antykodonach wykorzystywanych przez
maszynerie translacyjng z czestotliwoscig mniejszg niz 1%, rowniez moga by¢ zrodtem
produktéw degradacji. Doskonatym tego przyktadem sg trzy sposrod pieciu analizowanych
tRNA argininowych.

W generowaniu puli czasteczek pochodzenia organellowego dominujgcg role
odgrywajg inne typy tRNA: tRNA-Leu, tRNA-Ile, tRNA-Val. Wszystkie one charakteryzujg
sie stosunkowo czestym wykorzystaniem podczas biosyntezy biatek. Moze to sugerowac, ze
w przypadku degradomu plastydowego akumulowane sg produkty degradacji
najpowszechniej wystepujacych czasteczek tRNA.

W odréznieniu od autoréw cytowanych wczesniej publikacji, analizujgcych gtownie
czasteczki powstate na skutek zerwania wigzania internukleotydowego w obrebie petli
antykodonowej, w ramach niniejszej pracy zbadano catkowita pule degradantéw tRNA.
Okazato sie, ze najliczniej wystepujagcymi fragmentami sg czasteczki reprezentujgce 4
Cwiartke (39% frakcji cytoplazmatycznej i 50% frakcji organellowej) oraz potowy 3* tRNA
(35% frakcji cytoplazmatycznej i 22% frakcji organellowej). Bardzo interesujgcy wydaje sie
fakt, iz wszystkie analizowane produkty degradacji tRNA argininowych odpowiadaty czesci
3’-koncowej, podobnie w przypadku 4 z 5 tRNA-Leu oraz 4 z 5 tRNA-Glu. Potowy

zawierajgce koniec 5°, badz fragmenty odpowiadajgce 1 C¢wiartce wystepowalty w
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analizowanej puli  degradantow znacznie rzadziej (sumarycznie 13%  frakcji
cytoplazmatycznej i 17% frakcji organellowej). Pozostata czes¢ degradantow (13% frakcji
cytoplazmatycznej, 12% frakcji organellowej) obejmowata czgsteczki wieksze niz potowa,
badZ odpowiadajgce ¢wiartkom 2 i 3 tRNA. Zaledwie w przypadku 6 analizowanych tRNA
obserwowano akumulacje obu czesci tej samej czasteczki. Moze to sugerowac, ze czynnikiem
odpowiedzialnym za ich powstanie jest enzym z klasy endonukleaz. Z doniesien
literaturowych wynika, ze istnieje przynajmniej kilka rybonukleaz, ktdére specyficznie tng
tRNA. Kolicyna D jest endonukleazg dokonujgca ciecia w obrebie petli antykodonowej
czterech synonimicznych tRNA dekodujacych argining. W efekcie nastepuje spowolnienie
biosyntezy biatka i Smier¢ komorki. Kolicyna E5 wstrzymuje natomiast translacje poprzez
ciecie w petli antykodonowej tRNA dekodujgcych tyrozyne, histydyne, asparagine i kwas
asparaginianowy. Obie kolicyny nie wykazuja istotnego stopnia homologii. R6znig je réwniez
mechanizm rozpoznawania substratu i sposob w jaki katalizujg reakcje rozerwania wigzania
internukleotydowego (Tomita, 2000). Mniej prawdopodobne wydaje sie, aby akumulacja
degradantow miata zwigzek z egzonukleolitycznym strawieniem jednej potowki tRNA i
uwolnieniem drugiej. Niewykluczone, ze zerwanie wigzania fosfodiestrowego w obrebie
obszaréw jednoniowych, przede wszystkim w petli antykodonowej, odbywa si¢ z udziatem
niespecyficznych nukleaz badz pod wptywem czynnikow fizycznych. Faktem jest, iz komorki
zmuszone sg utrzymywac zrownowazony poziom tRNA. Nadekspresja tych czasteczek moze
by¢é niebezpieczna dla organizmu. Udokumentowano jej zwigzek m. in. z procesem
nowotworzenia (Zhou, 2009).

74% produktéw degradacji pochodzacych z konca 3° tRNA posiadato sekwencje
CCA. Jest to dowdd, ze pochodza one z rozpadu w petni dojrzatych czasteczek. To whasnie
m. in. obecno$¢ sekwencji CCA i aminoacylacja czynig czasteczki tRNA bardziej stabilnymi.
Taka sytuacja wydaje sie uzasadnia¢, dlaczego posrod wszystkich produktéw degradacji
tRNA dominujg czasteczki odpowiadajace fragmentom z konca 3’.

Przypuszczen, co do funkcji badanych czasteczek, jest kilka. Jak juz wspomniano,
potowy 5’ tRNA lub czasteczki skrocone o niewielki fragment z konca 3’ moga
funkcjonowac jako naprowadzajgce RNA (sgRNA) dla pewnych endonukleaz. Poniewaz
degradanty pochodzace z konca 5’ czgsteczek tRNA stanowig zaledwie kilkanascie procent
tej frakcji degradomu, funkcje takg moze petni¢ jedynie niewielka czes¢ degradantow.
Wskazowka moga by¢é rowniez specyficzne, zalezne od tRNA, mechanizmy regulacji
ekspresji genéw. U Bacillu subtillis nieaminoacylowane tRNA sg np. bezpo$rednimi

regulatorami transkrypcji genow syntezy aminokwasow. W specyficznych warunkach,
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antykodon nieaminoacylowanego tRNA moze oddziatywac¢ z DNA (w rejonie kodujgcym 5’
UTR gendw zwigzanych z biosyntezg i transportem aminokwaséw), podczas gdy wolny
koniec 3’ ramienia akceptorowego stabilizuje strukture antyterminatora transkrypcji. Cho¢
opisany przyktad dotyczy organizmu prokariotycznego, mozliwe, ze taki system regulacji ma
charakter uniwersalny. W oddziatywanie z DNA zaangazowana jest petla antykodonowa i
wolny koniec 3’ czasteczki mozliwe wiec, ze analogiczng funkcje petni¢ moga produkty
degradacji stanowigce potowe 3’ tRNA (Li, 2009).

Istniejg przestanki Swiadczace, ze produkty degradacji tRNA funkcjonujg rowniez
jako czasteczki sygnalne np. w procesach zaleznych od stresu oksydacyjnego lub gtodu. U E.
coli wzrost poziomu nieaminoacylowanych tRNA prowadzi do akumulacji regulatora
transkrypcji ppGpp, a u drozdzy nieaminoacylowane tRNA wigzg i aktywujg kinaze biatkowg
Gen2p. Aktywna kinaza odpowiedzialna jest za fosforylacje jednej z podjednostek czynnika
inicjacji translacji IF2. W ten sposéb dochodzi do ogdlnej redukcji poziomu biosyntezy
biatka, sprzezonej ze stymulacjg syntezy innego regulatora transkrypcji Gendp. Gendp z kolei
wptywa pozytywnie na transkrypcje gendw biosyntezy aminokwasow (Li, 2009). Jesli zatem,
komorka wykorzystuje tRNA jako czasteczki sygnalne, istnieje duze prawdopodobienstwo, ze
w tym samym celu akumuluje produkty ich degradacji. Ostatnie doniesienia sugerujg, ze
potowy tRNA oraz fragmenty rRNA i snRNA sg obecne w ekstrakcie z wigzek
przewodzacych dyni (Zhang, 2009). Spekuluje sie, iz powstajg one najprawdopodobniej w
komorkach lisci, a nastepnie wydzielane sg poprzez plazmodesmy do floemu.
Dhugodystansowy transport produktow degradacji moze Swiadczy¢, iz sg to czasteczki
sygnalne. Co wiecej, udowodniono, ze zaréwno ekstrakt RNA z floemu, jak i sztucznie
wygenerowane fragmenty tRNA moga hamowac translacje w systemie in vitro. Jest to jednak
uzaleznione od niedenaturujgcych warunkéw ekstrakcji, co moze sugerowac, ze struktura
drugorzedowa tych czasteczek nie jest bez znaczenia. Inng proponowang funkcja produktow
degradacji tRNA transportowanych wigzkami floemu jest uczestnictwo w biosyntezie
cytokinin. Wiadomo, iz substratami w biosyntezie tych fitohormonow sg: tRNA-Cys, tRNA-
Leu, tRNA-Phe, tRNA-Trp, tRNA-Tyr i tRNA-Ser (Zhang, 2009).

tRNA, jak sie okazuje, moga spetnia¢ wiele réznych funkcji. Tym bardziej ciekawym
obiektem badan stajg sie ich pochodne i produkty degradacji. tRNA-Glu, bierze udziat w
syntezie chlorofilu u roslin, natomiast tRNA-Gly jest zaangazowany w tworzenie sie Sciany
komorkowej u bakterii. tRNA dekodujacy arginine jest zaangazowany W proces
potranslacyjnego dodawania reszt argininy do korica NH, biatek przeznaczonych do

degradacji (Nashimoto, 1993). Zachodzi on z udziatem transferazy tRNA-Arg-biatko (ang.
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arginyl-tRNA-protein transferase). Z kolei fragment tRNA-Lys wykorzystywany jest jako
starter dla odwrotnej transkryptazy wirusa HIV (Saxena, 2002). Wszystkie wymienione tutaj
typy tRNA zidentyfikowano jako Zrodto produktow degradacji u A. thaliana.

Podukty degradacji mRNA stanowig jedng z mniej licznych frakcji obu bibliotek.
Powszechnie wiadomo, ze prekursory mRNA przechodzg ztozony proces dojrzewania,
podczas ktorego dochodzi do zerwania wigzania fosfodiestrowego, na przyktad w trakcie
splicingu, gdy z pre-mRNA wyzwalane sg introny. Przez wiele lat sgdzono, ze introny po
usunieciu z pre-mRNA ulegajg degradacji do pojedynczych nukleotydéw. Obecnie wiadomo
jednak, ze przynajmniej niektére z nich moga by¢ Zrodtem funkcjonalnych czasteczek takich
jak miRNA czy snoRNA. Z analiz przeprowadzonych w ramach niniejszej pracy wynika, ze
w komorce dochodzi do akumulacji fragmentow introndw. Nie jest to jednak zjawisko
powszechne, poniewaz zaledwie 18% wszystkich produktéw degradacji mRNA to pochodne
intronow. Prawie potowa tej frakcji degradomu to fragmenty rejonow kodujacych (egzonow).
Mozliwosci powstania tych czasteczek wydaje sie byC wiele. Poniewaz modulacja poziomu
akumulacji transkryptow kodujacych biatka jest jednym ze sposobow regulacji ekspresji
gendw, fragmenty egzon6w mogty powstaé na skutek dziatania matych regulatorowych RNA.
Ukierunkowana degradacja mRNA z udziatlem np. miRNA prowadzi zwykle do przeciecia
docelowej czasteczki w jednym okreSlonym miejscu. Jednakze w momencie, gdy dany
MRNA posiada kilka swoistych miejsc oddziatywania z czgsteczkami regulatorowymi, moze
dojs¢ do jego fragmentacji. Prawdopodobnie w wiekszosci sytuacji, powstate fragmenty
stanowig substraty dla enzyméw egzonukleolitycznych. Niewykluczone jednak, ze same
mogg petni¢ funkcje regulatorow. Znane sg bowiem mechanizmy generowania
drugorzedowych siRNA, tasiRNA, czy piRNA. Nie jest niczym zaskakujgcym, ze sekwencja
poddana cieciu z udziatem pierwotnego regulatora moze by¢é matrycg dla polimerazy RNA
zaleznej od RNA, za pomocg ktorej generowany jest prekursor drugorzedowych czasteczek
regulatorowych. Wprawdzie czasteczki, na bazie ktorych powstajg trans-acting siRNA to
transkrypty nie kodujgce biatek, niewykluczone jednak, ze analogiczne zjawisko moze
dotyczy¢ mRNA. Oszacowano, ze 30% degradantdw mRNA, to matryce dla hipotetycznych
biatek o niepoznanej dotad funkcji. Mozliwe zatem, ze najwazniejszym zadaniem tych
mRNA nie jest kodowanie produktu biatkowego, a wiasnie funkcja regulatorowa.
Interesujacy wydaje sie rowniez fakt, iz 18% degradomu mRNA stanowig produkty rozpadu
MRNA biatek uczestniczacych w rozprzestrzenianiu elementéw mobilnych genomu (MRNA
transpozazy, mRNA odwrotnej transkryptazy, mRNA biatka mutT). Jak juz wspominano,

piRNA i rasiRNA indukujg ciecie docelowych transkryptow kodowanych przez transpozony.
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Mozliwe wiec, ze badane produkty degradacji czasteczek zwigzanych z rozprzestrzenianiem
elementdw mobilnych stanowig dowdd na funkcjonowanie jednego z mechanizméw
ograniczania transpozycji (Aravin, 2003, Brennecke, 2007; Gunawardane, 2007).

Jako, ze degradacja mRNA jest jednym ze sposobOw regulacji ekspresji genow,
nalezatoby sie spodziewac, ze obecnosC produktow degradacji danego mRNA koreluje z
obnizeniem ekspresji kodujacego go genu. Korzystajac z programu Genevestigator (Hruz,
2008) potwierdzono powyzsze zatozenie dla 67% produktow degradacji mRNA o
scharakteryzowanym profilu. Mozna zatem przypuszczac, ze redukcja ekspresji owych genéw
u dojrzatych roslin, odbywa sie na poziomie potranskrypcyjnym. Obecnie trudno jest blizej
scharakteryzowaC omawiane zjawisko, istnieje jednak duze prawdopodobienstwo, ze w
proces degradacji tych transkryptéw zaangazowane sg mate regulatorowe RNA.

Produkty degradacji mMRNA to rowniez fragmenty rejonéw nie ulegajacych translacji z
konca 5’ (5 UTR) (23%) oraz czasteczki pochodzace z rejondw potgczen egzon/intron (6%).
W rejonach 5° UTR czasteczek mRNA zlokalizowane sg bardzo wazne elementy
uczestniczace w regulacji translacji, takie jak miejsce wigzania rybosomu lub sekwencja
Kozak. Obecno$¢ struktury kap oraz oddziatywania z czynnikami inicjacji biosyntezy biatka z
pewnoscig czynig ten rejon czasteczki mRNA bardziej stabilnym. Jako, ze ogon poliA
podlega w cytoplazmie stopniowemu skracaniu, az do momentu krytycznego, kiedy to mRNA
staje sie substratem dla egzosomu, by¢ moze fragmenty 5’UTR sg pozostato$cig czasteczki
MRNA degradowanej w kierunku 3’-5’. Sktaniajac sie ku tej hipotezie, mozna przypuszczac,
ze trawienie mRNA od konca 5’ rozpoczyna sie odpowiednio pozniej. Obecnos¢ w
bibliotekach czasteczek o sekwencji odpowiadajacej potgczeniom egzon/intron moze
Swiadczy¢ np. o zachodzacych procesach kontroli jakosci transkryptéw. By¢ moze sg to
produkty degradacji czasteczek, ktore niewtasciwie przeszty proces dojrzewania, wskutek
czego zostaty skierowane na droge rozktadu. Nie jest rowniez wykluczone, ze fragmenty te
powstaty z funkcjonalnych czasteczek poddanych alternatywnemu splicingowi. Poniewaz
miejsca taczace egzony i introny sg istotne z punktu widzenia poprawnosci procesow
sktadania, by¢ moze analizowana frakcja degradomu odgrywa swoistg role w dojrzewaniu
mMRNA.

Obok produktéw degradacji rRNA, tRNA i mRNA, w puli cDNA obu bibliotek
wystepowaty rowniez czasteczki zaklasyfikowane jako mate niekodujgce RNA, badz
fragmenty ich prekursoréw. Istniata takze dos¢ liczna frakcja czasteczek, ktdre odpowiadaty
niescharakteryzowanym, jak dotad, transkryptom pochodzacym z rejonéw miedzygenowych.

Zdecydowana wiekszoS¢ frakcji zaklasyfikowanej jako niekodujagce RNA i czasteczki
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zwigzane z biogenezg matych niekodujgcych RNA to RNA o niepoznanej funkcji (59%).
Liczng grupe stanowig rowniez miRNA i tasiRNA (31%). Wiekszosci z tych czasteczek nie
mozna jednak zaliczy¢ do degradomu RNA. Stanowig one bowiem dojrzate i funkcjonalne
czasteczki, powstate z zakodowanych w genomie prekursoréw. Cze$¢ z nich nie odpowiada
jednak kanonicznej czasteczce miRNA lub odpowiada czasteczce skroconej o kilka
nukleotydow. Dwie czasteczki nalezace do frakcji miRNA wydajg sie by¢ szczegodlnie
interesujgce z uwagi na swa lokalizacje w obrebie czasteczki prekursora. Jedna z nich,
zaklasyfikowana jako MIR161, to hybryda fragmentu prekursora i dojrzatego miRNA, druga
stanowi ni¢ anty-miRNA (MIR399). Funkcja miRNA i tasiRNA zidentyfikowanych w
obrebie biblioteki RNA18-73 jest znana, a czasteczki docelowe, znajdujgce sie pod ich
kontrolg sg dobrze scharakteryzowane. Nie stwierdzono jednak, aby opisane wczesniej
produkty degradacji mRNA pochodzity z ich transkryptéw docelowych. Pozostate, czagsteczki
0 niezdefiniowanej roli, stanowig pule potencjalnych regulatorow ekspresji. Ocena ich
wptywu na ekspresje genow wymaga jednak dogtebnych analiz funkcjonalnych.

10% populacj omawianej w tym miejscu frakcji RNA stanowig produkty degradacji
matych jadrowych RNA (U2 i U4.2 snRNA). snRNA petnig bardzo wazng funkcje w procesie
wycinania intronéw z prekursorow mRNA, a swa biologiczng aktywno$¢ wykazujg w
kompleksach z biatkami. Przyjeto uwazac, ze sg to doS¢ stabilne czasteczki o zachowawczej
sekwencji. Za ich stabilno$¢ odpowiedzialne sag m. in. liczne modyfikacje, chociazby struktura
czapeczki na koncu 5. snRNA U2 wraz z snRNA U6 tworzg centrum Kkatalityczne
spliceosomu, natomiast ShRNA U4 odgrywa role inhibitora, ktory blokuje U6 do czasu, kiedy
miejsca splicingowe pre-mRNA zostang prawidtowo zorientowane wzgledem siebie (Berg,
Stryer, Tymoczko, Biochemia wyd. Ill). Byé moze analizowane tutaj produkty degradacji
czasteczek sSnRNA $wiadczg o niepoznanym dotad mechanizmie regulacji splicingu. Jak juz
wczesniej wspomniano, fragmenty snRNA wraz z produktami degradacji tRNA i rRNA
transportowane sg w wigzkach przewodzacych floemu. Postuluje sig, iz moga one petnic
funkcje czasteczek sygnalnych, niosacych informacje do odlegtych czesci rosliny o stanie
metabolicznym organéw (prawdopodobnie lisci), w ktorych sg syntetyzowane a nastepnie
degradowane.

Bardzo intrygujaca i ciekawa wydaje sie byC frakcja czasteczek, ktore odpowiadaja
niescharakteryzowanym dotad transkryptom pochodzacym z rejonow miedzygenowych. Nic
nie wiadomo o sposobie powstawania tych czasteczek. Nie wiadomo tez, czy zgodnie z
przyjeta na wstepie definicjg mozna je uznac za cze$¢ degradomu RNA. Jesli przyjac, ze sg to

produkty degradacji wiekszych jednostek transkrypcyjnych, wowczas nalezatoby ustalic, jaka
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funkcje petnig ich prekursory? Kilka z analizowanych czasteczek zdefiniowano jako
transkrypty nici antysens. Trudno jednak stwierdzi¢, czy ich pochodzenie ma zwigzek z
biogenezg tzw. nat-siRNA.

Degradom RNA stanowi bardzo zréznicowang populacje czasteczek. Po analizie
sktadu nukleotydowego wszystkich frakcji degradomu, stwierdzono, ze procentowa zawartos¢
reszt GC jest najwieksza w przypadku produktow degradacji rRNA i tRNA (odpowiednio
56% 1 57%). Produkty degradacji mRNA i czasteczki zwigzane z biogenezg matych
niekodujacych RNA wykazujg zblizong zawarto$¢ reszt GC (odpowiednio 49% i 50%).
Najmniej reszt GC charakteryzuje natomiast czgsteczki pochodzace z niepoznanych dotad
transkryptow rejonow miedzygenowych (46%). Sekwencje tych ostatnich, oraz czasteczek
zwigzanych z biogenezg matych niekodujagcych RNA, bogate sg w zasady purynowe. W
produktach degradacji mRNA dominujg natomiast zasady pirymidynowe, a produkty
degradacji rRNA i tRNA cechuje zblizona zawarto$¢ zasad purynowych i pirymidynowych.
Wida¢ zatem, ze poszczegoOlne frakcje degradomu posiadajg nieco domienny skiad
nukleotydowy. Dodatkowo rowniez w obrebie kazdej frakcji obserwowano duzg zmienno$é
zawartosci poszczegolnych reszt nukleotydowych.

Uzyskane wyniki tylko czeSciowo pokrywajg sie z wiedzg na temat procentowej
zawartosci reszt GC w sekwencji czasteczek petnej dtugosci, nalezacych do danej klasy RNA.
Inaczej niz w przypadku produktow degradacji, $rednia zawarto$¢ procentowa GC dla
czasteczek tRNA wynosi 48. Czagsteczki rRNA wykazujg wartos¢ zblizong (55% GC), do
obserwowanej w przypadku ich degradantow. Podobnie mRNA (50% GC) i powstate z nich
fragmenty. (Long i Mishira, 2006). Ze wzgledu na to, iz frakcja degradantow zwigzanych z
biogeneza matych niekodujacych RNA zawiera czgsteczki o roznym pochodzeniu, nie mozna
poréwna¢ ich skfadu z zadng grupg modelowa. Wiadomo jednak, iz prekursory roslinnych
mIiRNA charakteryzuje stosunkowo niska zawarto$¢ reszt GC, 46%. Odpowiada to zatem
sytuacji obserwowanej w przypadku zidentyfikowanych czasteczek pochodzenia
miedzygenowego.

Analiza strukturalna degradomu RNA wykazata, ze 72% wszystkich czasteczek, dla
ktorych wspdtczynnik MFE(S) wynosit -0,3 i mniej to produkty degradacji tRNA. Jak juz
wspomniano, struktura przestrzenna produktow rozpadu rRNA czy tRNA moze mie¢ duze
znaczenie podczas regulacji ekspresji genow z udziatem tRNazy Z. Oddziatywania pomiedzy
potowg tRNA Ilub fragmentem rRNA a czasteczkg docelowg zmierzajg do odtworzenia i
nasladowania struktury drugorzedowej naturalnych substratow tRNazy Z. Ta swoista mimikra

molekularna jest warunkiem, ktory musi zosta¢ spetniony, aby enzym ten precyzyjnie przeciat
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czagsteczke RNA. Wszystkie analizowane frakcje degradomu charakteryzujg sie bardzo
roznorodng stabilnoscig termodynamiczng. Wynika z tego, iz w komorce dochodzi do
akumulacji zaréwno strukturalnie stabilnych molekut, jak i tych, ktére prawdopodobnie nie
tworzg stabilnych struktur przestrzennych. Trudno stwierdzi¢, czy taka réznorodno$¢ ma
zwigzek ze sposobem degradacji i jak wptywa na trwato$¢ uwalnianych czasteczek.
Szczegolnie interesujace wydajg sie jednak przypuszczenia, ze struktura przestrzenna moze

determinowa¢ funkcje analizowanej grupy degradantow.

V1.5. Produkty degradacji jako potencjalne czasteczki regulatorowe

Obecnie znanych jest wiele matych regulatorowych RNA, ktore stuzg jako
specyficzne sondy kierujagce multienzymatyczne kompleksy biatkowe do czasteczek DNA i
RNA. Petna lub prawie petna komplementarno$¢ w miejscu oddziatywania matego RNA z
czasteczkg docelowg wymusza jej przeciecie. Znane sg réwniez przypadki roslinnych
regulatorowych RNA, ktore wykazujg ograniczong komplementarno$¢ w stosunku do
czasteczek docelowych i uczestnicza w blokowaniu translacji. Cze$¢ regulatorowych RNA
wystepujacych u organizmow eukariotycznych posiada wiasne geny. Ich prekursory powstaja
jako niezalezne jednostki transkrypcyjne. Inne, natomiast, powstajg w komdrkach jako wtérne
produkty obrdbki dtugich duplekséw RNA. Nie mozna zatem wykluczy¢, ze czasteczki RNA,
ktore w procesie degradacji rozpadajg sie wedtug zachowawczych wzoréw mogg réwniez
stanowiC zrodto regulatorowych RNA.

Z przeprowadzonych analiz wynika, ze nieco ponad 1/3 degradomu RNA wykazuje
catkowita badz czeSciowg komplementarno$¢ do czasteczek mMRNA lub pre-mRNA.
Najczesciej rejon komplementarny wystepuje w obrebie egzonbw mMRNA (46%), nieco
rzadziej dotyczy to intronow, obszaru UTR, potaczen egzon/intron lub egzon/UTR. Dtugos¢
dopasowania wynosi najczesciej 16-14 nt (58% analizowanych czasteczek). Dopasowanie w
tych przypadkach zwykle nie obejmuje catej sekwencji produktu degradacji. Wiadomo
jednak, ze dla dupleksu, jaki tworzy sie pomiedzy miRNA i czasteczkg docelowg
najistotniejszy jest tzw. region rdzeniowy (ang. seed rejon). Jest to odcinek ztozony z
nukleotydéw zajmujacych pozycje 2-8 liczac od konca 5’ czasteczki regulatora (Doench i
Sharp, 2004). Komplementarno$¢ ograniczona do kilkunastu nukleotydow jest zatem w
zupetnosci wystarczajgca aby mogto dojs¢ do regulacji ekspresji okreslonego genu. Dla
pozostatych analizowanych czasteczek komplementarne dopasowania obejmowaty odcinek o

dtugosci 19-17 nt (16%) a takze 20 i wiecej nukleotyddw (26%). Jak juz wspomniano, petna
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komplementarno$¢ na odcinku ~20 par zasad w miejscu oddziatywania matego RNA z
czasteczkg docelowsg jest zjawiskiem czesto spotykanym u roslin.

Stwierdzenie komplementarno$ci pomiedzy mRNA kodowanymi przez A. thaliana a
analizowanymi produktami degradacji pozwala zakwalifikowa¢ te ostatnie do grupy
potencjalnych czasteczek regulatorowych. Wykorzystanie przez maszynerie RNAI produktow
degradacji funkcjonalnych jednostek transkrypcyjnych, wydaje sie bardzo prawdopodobne.
Synteza i dojrzewanie matych regulatorowych RNA, jak miRNA wymaga bowiem sporych
naktadow energii. Uzycie powszechnie dostepnych produktow degradacji jako regulatorow
oznaczatoby zatem zmniejszenie kosztéw utrzymania homeostazy komarkowe;j.

Liste mRNA/pre-mRNA wykazujacych komplementarno$¢ wobec czasteczek RNA
obu bibliotek zamieszczono w Tabeli nr V.6. WS$r6d nich znajdujg sie m. in. matryce do
syntezy biatek cytochromu, biatek btonowych, takich jak ATPazy, homolog epsyny, biatko
btonowe tylakoidow, transportery a takze kinazy i fosfatazy. Wiadomo, iz regulatorowe RNA
czesto kontrolujg ekspresje innych genow poprzez obnizanie poziomu akumulacji czynnikéw
transkrypcyjnych. Réwniez w przypadku prezentowanych tutaj analiz, zidentyfikowano kilka
MRNA dla czynnikdéw transkrypcyjnych. Szczeg6lng uwage zwraca komplementarne
dopasowanie produktéw degradacji RNA do mRNA szeregu biatek zwigzanych z
rozprzestrzenianiem sie w genomie elementdw mobilnych oraz pseudogenéw. Inne
wazniejsze to: mRNA hydrolaz, oksydaz, transferaz, biatek zaangazowanych w podziaty
mitotyczne (biatko pokrewne kinezynie, biatko z rodziny kohezyn) oraz wigzanie kwasow
nukleinowych (biatka PPR, biatka RRM). Na uwage zastugujg takze mRNA transportera
auksyn oraz inhibitora kinazy zaleznego od cykliny, mRNA biatka z rodziny ENOD, czy
MRNA biatka E2 kompleksu splicingowego (SnRNP-E).

Badania in silico sugerujg zatem, ze przynajmniej cze$¢ degradomu RNA moze by¢
Zrédtem czasteczek regulatorowych. Potwierdzenie niniejszych przypuszczen wymaga jednak
przeprowadzenia gtebszej analizy funkcjonalne;j.

V1.6. Produkty degradacji RNA jako biomarkery zmian zachodzacych w
komorce pod wptywem endo- i egzogennych czynnikdw

Aby sprawdzic czy czynniki endo- i egzogenne wywierajg wptyw na profil degradomu

RNA, poddano analizie preparaty RNA<120 izolowane z A. thaliana posiadajgcych
nieaktywny jeden z gendéw dcl oraz roslin wzrastajgcych w warunkach silnego zasolenia.
Genom A. thaliana koduje cztery biatka DCL. Rybonukleaza DCL1 uczestniczy w biogenezie
miRNA, z kolei rybonukleaza DCL2 odpowiada za produkcje ta-siRNA oraz SiRNA
138



DYSKUSJA

indukowanych infekcjg wirusowa. DCL3 bierze udziat w biogenezie 24-nt SiRNA
pochodzacych z sekwencji transpozonow oraz retroelementow i odpowiedzialnych za
metylacje chromatyny. Od ostatniego z biatek, DCL4, zalezy natomiast produkcja
pierwszorzedowych 21 nt siRNA pochodzacych z endo- lub egzogennych sekwencji
powtdrzonych oraz drugorzedowych siRNA (ta-siRNA) zaangazowanych w przekazywanie
sygnatu wyciszania. Mutacja w ktorymkolwiek z genéw dcl powoduje zatem deficyt pewnej
grupy matych regulatorowych RNA. Zdarza sie jednak, iz dezaktywacja jednego z biatek,
sprawia, iz jego funkcje przejmie inna rybonukleaza DCL. Wiadomo na przyklad, ze wobec
dysfunkcji rybonukleazy DCL4, za synteze SiRNA pochodzenia wirusowego odpowiada
biatko DCL2.

Analiza poréwnawcza autoradiograméw uzyskanych w wyniku rozdziatu metodg 2D-
E preparatow RNA<120 izolowanych z lisci mutantow (dcl1-4) pokazata, ze aktywno$é
enzymoOw zaangazowanych w biogeneze matych regulatorowych RNA wywiera bardzo
ograniczony wptyw na degradom RNA. Profile akumulacji degradantow tylko subtelnie
roznity sie od charakterystycznego wzorca uzyskanego dla rosliny dzikiej, co sugeruje, iz w
wiekszosci przypadkéw analizowany proces degradacji, jest niezalezny od zjawiska RNA.I.
Najwiecej zmian zanotowano w przypadku degradomu rosliny dcl1-7 i dcl3-2. Pierwszy z
nich ulegt zmianie prawdopodobnie na skutek zahamowania ukierunkowanej degradacji
MRNA zachodzacej przy udziale miRNA. Natomiast mutacja w genie dcl3 wptyneta
negatywnie na produkcje siRNA pochodzacych z sekwencji transpozondéw oraz
retroelementéw. Z prezentowanych wczesniej wnioskdéw, wynika, iz czeSC degradomu to
fragmenty mRNA biatek uczestniczacych w rozprzestrzenianiu elementow mobilnych
genomu. Pewne produkty degradacji RNA wykazujg réwniez komplementarno$¢ wobec
sekwencji transpozondéw. Stad tez zauwazalne zmiany w profilu degradomu mutanta dcl3-2
moga byC czesciowo konsekwencjg zaburzonej kontroli transpozycji. Degradomy RNA
mutantow dcl2-1 i 4-1 wydajg sie byC zblizone do wzorca charakteryzujgcego rosline dzika.
Moze to wynikac z wczesniej wspomnianej komplementacji funkcji biatek DCL2 i DCLA.

Zmiany w degradomie RNA A. thaliana indukowat réwniez stres osmotyczny
spowodowany zaburzeniem réwnowagi jonowej na skutek wysokiego zasolenia. Wptywa on
na bilans wodny komadrek i prowadzi do obnizenia ich turgoru. Dodatkowo niekontrolowany
naptyw jonow sodu do komorek i ich akumulacja w cytoplazmie moga mie¢ negatywny
wptyw na aktywno$¢ enzyméw komorkowych. OdpowiedZ rodliny na stres osmotyczny
wyraza sie wiec poprzez zmiane ekspresji gendw, ktéra ma na celu odbudowe homeostazy

komorkowej. W regulacji wielu procesow zwigzanych ze stresem lub od niego zaleznych
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szczego6lng role odgrywajg mate regulatorowe RNA. W takiej sytuacji, zmiany w degradomie
RNA rosliny poddanej stresowi osmotycznemu, wydajg sie logiczng konsekwencja
wszystkich fizjologicznych i patologicznych proceséw, ktore w niej zachodzg. Trudno
powiedzie¢, czy degradacja RNA sama w sobie moze by¢ odpowiedzig na wysokie zasolenie.
Hipoteza ta wydaje sie by¢ prawdopodobna zwazywszy, iz niektore produkty degradacji RNA
mogtyby funkcjonowac jako potencjalne regulatory lub czasteczki sygnalne.

Wydaje sie zatem, ze unikalne zmiany zachodzgce w degradomie RNA pod wptywem
roznych czynnikow endo- i egzogennych pozwolg w przysztosci wykorzysta¢ go jako Zrodto
specyficznych biomarkerow. Istotne znaczenie dla dalszych badan bedzie wiec miata
petniejsza identyfikacja i opis poszczegolnych elementow degradomu. Wymaga to jednak
dopracowania metod analizy indywidualnych produktow degradacji. Jedynie bardzo dobrze
udokumentowane roznice moga by¢ przydatne przy probie zastosowania produktéw

degradacji jako biomarkerow opisujacych stanu fizjologiczny komorki.

VI.7. Zmiany w degradomie RNA uwarunkowane rozwojem brodawki

korzeniowej Lupinus luteus

Wyniki eksperymentéw prowadzonych w ramach niniejszej pracy sugerowaty, iz
degradom RNA A. thaliana jest organo-specyficzny oraz podlega wptywowi czynnikow
endo- i egzogennych. Zaproponowano réwniez, ze degradacja réznych typow RNA nie jest
procesem przypadkowym. Prawdopodobnie zachodzi ona w sposéb powtarzalny i
ukierunkowany na powstawanie specyficznych produktéow. W oparciu o zdobyte
doswiadczenia, postanowiono stwierdzic, czy mozna postuzyc sie analizg degradomu RNA w
celu opisu zmian fizjologicznych zachodzacych podczas jakiego$ dobrze poznanego procesu.
Spodziewajgc sie, ze do szczegOlnie istotnych zmian dochodzi¢ moze podczas procesow
rozwojowych, postanowiono wykorzysta¢c modelowy ukiad stosowany w badaniach
organogenezy u roslin. Uktadem tym byty brodawki korzeniowe rozwijajace sie podczas
symbiozy roslin motylkowatych z bakteriami wigzacymi azot.

Azot czgsteczkowy (N,) wystepuje obficie w glebie i atmosferze, jednak w
odrdznieniu od tlenu czasteczkowego nie moze by¢ bezposrednio wykorzystywany przez
roSliny i zwierzeta. Do asymilacji N, zdolne sg niektore wolno zyjgce sinice, bakterie i
archebakterie. Ztozone systemy wigzania azotu czasteczkowego funkcjonujg natomiast w
uktadach symbiotycznych tworzonych przez mikroorganizmy oraz niektore gatunki roslin.

Szczegblnie dobrze poznana zostata symbioza roslin motylkowych (Fabaceae) z rizobiami

140



DYSKUSJA

(Rhizobium, Bradyrhizobium, Sinorhizobiun, Mezorhizobium, Azorhizobium). Jest ona od lat
badana miedzy innymi na przyktadzie tubinu oraz bakterii Bradyrhizobium lupini.

W wyniku oddziatywan pomiedzy ro$ling motylkowatg a bakteriami powstaje nowy
organ, brodawka Kkorzeniowa. Regulacja organogenezy brodawki jest przedmiotem
szczegOlnego zainteresowania badaczy. W przeciagu ostatnich dwoch dekad zidentyfikowano
szereg gendw, ktore ulegajg ekspresji na roznych etapach rozwoju brodawki. Aktywnos¢ tzw.
wczesnych genéw nodulacji, do ktérych zaliczy¢ mozna m.in. enod2, enod5, enod12, enod40,
skorelowana jest z procesami zachodzacymi podczas preinfekcji oraz morfogenezy brodawki.
Geny te ulegajg ekspresji w godzine lub kilka dni po inokulacji rizobiami. Natomiast
ekspresja tzw. pdznych gendw nodulacji (np. leghemoglobiny, syntazy glutaminianowej)
charakteryzuje brodawki dojrzate, w ktérych zachodzi wigzanie N, i asymilacja amoniaku
(Szczygtowski, 1997). Od pewnego czasu wiadomo réwniez, ze w regulacji symbiozy biorg
udziat mate niekodujgce RNA. Przyktadem moze by¢ miR169 kontrolujacy poziom mRNA
kluczowego czynnika transkrypcyjnego MtHAP2-1 zaangazowanego w rozwo0j brodawki
korzeniowej u Madicago truncatula (Combier, 2006). Jesli przyjac, iz produkty degradacji
roznych transkryptow mogg funkcjonowac jako potencjalne regulatory lub czasteczki
sygnalne, mozna oczekiwac, ze ich rola w procesie nodulacji nie jest bez znaczenia.

Analizy preparatow RNA<120 pochodzgcych z nieinfekowanych korzeni oraz
brodawek korzeniowych na réznym etapie rozwoju okazaty sie bardzo obiecujgce. Samo
tylko poréwnanie autoradiograméw wykazato zaskakujace podobienstwo degradomu RNA z
tkanki korzenia do tego, pochodzacego z 24-dniowych, w petni dojrzatych brodawek.
Natomiast degradomy izolowane z brodawek zebranych 8 dni po infekcji oraz brodawek
starzejacych sie (76 dpi), znacznie odbiegaty od pozostatych. Mozna zatem stwierdzi¢, ze
wraz z osigganiem przez komorki kolejnych etapéw rozwojowych w sposéb powtarzalny
zmienia sie sktad degradomu RNA.

Co ciekawe, obserwowane zmiany degradomu RNA wydajg sie mie¢ zwigzek z
ogblnym schematem rozwoju brodawek i szczegdlnie dobrze korelujg ze zmianami profilu
ekspresji ferrytyny. Ferrytyna jest biatkiem, ktére magazynuje i w sposob kontrolowany
uwalnia zelazo. Wiadomo, ze w poczgtkowych etapach rozwoju brodawki, gdy rozpoczyna
sie synteza biatek wchodzacych w skiad aparatu asymilacyjnego, w tym leghemoglobiny,
wyraznie wzrasta rowniez akumulacja ferrytyny. Jest to wynikiem stresu oksydacyjnego
wywotanego syntezg hemu i zapoczagtkowaniem procesu redukcji azotu atmosferycznego w
komorkach rozwijajgcego sie organu. W tym poczatkowym okresie infekcji degradom RNA

ulega istothym zmianom. W dojrzatej brodawce zelazo zaangazowanie jest w tworzenie
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funkcjonalnych elementéw aparatu symbiotycznego (leghemoglobina, nitrogenaza). Taka
sytuacja prowadzi do spadku poziomu stresu oksydacyjnego, przez co obnizeniu ulega
rowniez poziom syntezy ferrytyny. ,,Powr6t” degradomu RNA do stanu wyjsciowego, sprzed
infekcji, moze by¢ wiasnie odzwierciedleniem stanu stabilizacji procesow molekularnych
zachodzacych w dojrzatej brodawce. Potwierdza to hipoteze, iz w stabilnych warunkach,
pewne mechanizmy Kierujace degradacjg czasteczek RNA sg powszechne i uniwersalne dla
wszystkich komorek danego organizmu. Prowadzi to w konsekwencji do akumulacji
podstawowej populacji produktow degradacji RNA. W brodawce starzejacej sie ma natomiast
miejsce wstrzymanie procesoéw redukcji azotu oraz rozktad enzymow biorgcych w niej udziat.
Stad tez jony zelaza, uwolnione m.in. z leghemoglobiny i nitrogenazy prowadzg do wzrostu
zagrozenia oksydacyjnego, a jedng z reakcji obronnych jest wzrost poziomu syntezy
ferrytyny. W rezultacie dochodzi tez do wyraznych zmian w degradomie RNA.

Jak juz wczesSniej wspomniano sytuacje stresowe prowadzg do ukierunkowanej
degradacji RNA. Produkty degradacji czasteczek RNA sg nastepnie akumulowane w
komorkach lub transportowane w ro$linie wigzkami przewodzacymi floemu. Silny stres
oksydacyjny towarzyszacy dojrzewaniu i starzeniu sie brodawki korzeniowej moze zatem
indukowaC drastyczne zmiany metabolizmu RNA. Stad tez charakterystyczny profil
degradomu RNA organow miodych i starzejgcych sie jest najprawdopodobniej odpowiedzig
na masowe pojawienie sie w komorce wolnych rodnikéw. Niestety ze wzgledu na brak
znajomosci petnej sekwencji genomu tubinowego nie sposéb jednoznacznie okreslic, jakie
jest pochodzenie poszczegolnych czasteczek. Niemniej jednak, juz sama tylko wstepna
analiza uzyskanych autoradiograméw wykazuje, ze uzasadnione jest zarbwno poszukiwanie
regulatoréw nodulacji wsréd czasteczek degradomu, jak réwniez wykorzystanie jego

elementow jako biomarkerdéw proceséw rozwojowych.
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VIilI. PODSUMOWANIE

Zaprezentowane powyzej wyniki pozwalajg sadzi¢, iz podczas procesu degradacji
funkcjonalnych czasteczek RNA powstajg stabilne produkty przejsciowe. Zdecydowana
wiekszo$¢ wyizolowanych czasteczek RNA o dtugosci od ~18 do 70 nukleotydow zostata
zaklasyfikowana jako degradanty. Na podstawie ich analizy mozna przypuszczac, ze kazdemu
stanowi fizjologicznemu komorki odpowiada charakterystyczny degradom RNA.

W wyniku przeprowadzonych eksperymentdw opracowano metodyke analizy
degradomu RNA, przy uzyciu dwukierunkowej elektroforezy RNA w zelach PAA.
Stwierdzono, ze ze wzgledu na swoj specyficzny charakter degradom RNA moze stanowic
element opisu aktywnosci wybranej grupy komorek lub tkanek.

Na bazie degradomu RNA skonstruowano dwie biblioteki cDNA. Do uzyskania
pierwszej zwanej bibliotekga RNA18-73 uzyto jako matryce wszystkie wyizolowane
czasteczki o dtugosci od 18 do 73 nt. W celu stworzenia drugiej biblioteki, zwanej RNA70
przeprowadzono dwukierunkowg elektroforeze a nastepnie wycieto z zelu 70 indywidualnych
plamek wykazujacych najwyzszag intensywnos¢, wyizolowane z nich RNA postuzyty do
otrzymania cDNA. Analiza bioinformatyczna 194 uzyskanych sekwencji wykazata, ze
wiekszos$¢ to produkty degradacji tRNA, rRNA lub mRNA. Cze$¢ pochodzi jednak z rozpadu
transkryptow o niepoznanej dotad funkcji.

Na podstawie analizy bioinformatycznej stwierdzono, ze produkty degradacji moga
stanowi¢ zrédlo czasteczek regulatorowych. Ustalono, iz 35% zidentyfikowanych
degradantdow wykazuje co najmniej czesciowg komplementarno$¢ do mRNA/pre-mRNA
syntetyzowanych w komorkach A. thaliana.

Oceniono takze, jak na sktad degradomu RNA wptywajg rozne czynniki endo- i
egzogenne. W tym celu przeprowadzono analize degradoméw RNA izolowanych z lisci
mutantow A. thaliana (4 mutanty, kazdy z nieaktywnym jednym genem dcl) oraz roélin
poddanych stresowi osmotycznemu. Dodatkowo zbadano zmiany zachodzgce w degradomie
RNA podczas rozwoju brodawek symbiotycznych na korzeniach tubinu z6ttego. W rezultacie
wykazano, iz zastosowane techniki moga stuzyé identyfikacji biomarkerdéw, bedacych

produktami degradacji RNA.
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VIIl. STOSOWANE SKROTY

APS
ATP
BB
DEPC
DTT
EDTA
ER
EtOH
IPTG
MES
nt
NaCl
NaOH
PAA
PAP
PAGE
pol

pz

RT
SDS
SSC
T4 PNK
TEMED
Tm
UTR
XC
X-Gal
2D-E

nadsiarczan amonu

adenozyno trojfosforan

btekit bromofenolowy

dietylopiroweglan

ditiotreitol

kwas etylenodiaminoczterooctowy

enzym restrykcyjny

etanol

isopropylotio-B-D-galactozyd

kwas 2-[morfolino]etanolosulfonowy
nukleotyd

chlorek sodu

wodorotlenek sodu

poliakrylamid

polimeraza poli(A)

elektroforeza w zelu poliakrylamidowym,
polimeraza

par zasad

odwrotna transkryptaza

dodecylosiarczan sodu

bufor cytrynianu sodu, ang. saline-sodium citrate
kinaza polinukleotydowa T4

N, N, N’, N’ — tetrametylenoetylenodiamina
temperatura topnienia

region nie podlegajacy translacji

ksylen cyjanu
bromo-chloro-indolyl-galactopiranozyd

dwukierunkowa elektroforeza
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Trzyliterowe symbole aminokwasow stosowane do opisu dekodujgcych je tRNA

Ala - alanina

Arg — arginina

Asn — asparagina

Asp — kwas asparaginowy
Cys — cysteina

GIn — glutamina

Glu - kwas glutaminowy
Gly - glicyna

His — histydyna

lle — izoleucyna

Leu — leucyna

Liz - lizyna

Met — metionina

Phe — fenyloalanina

Pro — prolina

Ser —seryna

Thr — treonina

Trp — tryptofan

Tyr — tyrozyna

Val - walina
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X. ZALACZNIKI

Tabela X.1. Czasteczki biblioteki RNA70 oraz RNA18-73 zaklasyfikowane jako produkty

degradacji rRNA, kolorami oznaczono grupy homologicznych czasteczek rdznigcych sie dtugoscia,

pogrubiong czcionkg wyrézniono substytucje nukleotydowe.

Nr Sekwencja (5’-3’) dtugo$¢ | rRNA | RNA70 | RNA18
nt -73
1A | CGACGGGGUAUUGUAAGUGGCAGAGUG 78 25S +
GCCUUGCUGCCACGAUCCACUGAGAUU
CAGCCCUUUGUCGCUAAGAUUCGA
1B | CGACGGGGUAUUGUAAGUGGCAGAGUG 72 25S +
GCCUUGCUGCCACGAUCCACUGAGAUU
CAGCCCUUUGUCGCUAAG
1C | CGCGACGGGGUAUUGUAAGUGGCAGAG 32 25S +
UGGCC
1D | AUUCAGCCCUUUGUCGCUAAGAUUCGA 27 25S +3
2A | CGAUUCGGGGCGUGGACCGACGCGGAU 52 25S +
UACGGUGGCGGCCUAAGCCCGGGCC
2B | ACCGACGCGGAUUACGGUGGCGGCCUA 30 25S +
AGC
2C | ACCGACGCGGAUUACGGUGGCG 22 25S +2
3 | CGGGAAGAGUUAUCUUUUCTGUUUAAC 43 25S +
AGCCUGCCCACCCUGG
4 | AUGGCGCUUAAGCGCGCGACCUAUACC 41 25S +
CGGCCGUCGGGGCA
5 | UCAAAGUGAAGAAAUUCAACCAAGCGC 40 25S +
GGGUAAACGGCGG
6 | CCACUGAGAUUCAGCCCUUUGUCGCUA 35 25S +
AGAUUCGA
7 | UGUUGGUCGAUUAAGACAGCAGGACGG 34 25S +
UGGUCAU
8A | AUUGGCGGGAUCCCUCGCGGGUGCACC 30 25S +
GCC
8B | CGGGUGCACCGCCGACCGAC 20 25S +
9 | AAGCCGGGUUACGGUGCCCAACUGCGC 30 25S +
GCU
10 | AGAAGCGUCCUCAGCGACGGACCGGGC 28 25S + +2
C
11 | UGGUCAUGGAAGUCGAAAUCCGCUA 25 25S +
12 | AUGUCGGCUCUUCCUAUCAUUGUGA 25 25S +
13 | ACGCGAGUUCUAUCGGGUAAAGCC 24 25S +
14A | CGGGCGGAGGACAUUGUCAGG 21 25S +
14B | CGGAGGACAUUGUCAGGU 18 25S +
15 | CGGGAGUAACUAUGACUCUC 20 25S +
16 | CGGCGUUCGAAUUGUAGUC 19 25S + +2
17A | CAUGGGUUAGUCGAUCCUAAGAG 23 25S +
17B | CACAUGGGUUAGUCGAUCC 19 25S + +2
17C | CACAUGGGUUAGUCGAUC 18 25S +
17D | CACAUGGGUUAGUCGA 16 25S +2
18 | AAGACCCUGUUGAGCUUGA 19 25S +
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19 | CUAGAGGUGUCAGAAAAG 18 25S +
20 | CGGAGGAAAAGAAACUAA 18 25S +2
21 | AAAGGUUCCAUGUGAACG 18 25S +
22 | CGGACUGCUCGAGCUGC 17 258 +
23 | AACCGUUGAUUCGCACA 17 25S +11
24 | AUUCCCUUAGUAACGG 16 25S +
25 | CGAUACUGACGUGCAA 16 25S +
26 | CAUUCAAAUUUCUGCCCUAUCAACUUU 48 18S +
CGAUGGUAGGAUAGUGGCCUA
27 | CGAAUGGCUCAUUAAAUCAGUUAUAGU 38 18S +
UUGUUUGAUGG
28 | CUAUGGGUGGUGGUGCAUGGCCGUUCU 35 18S +
UAGUUGGU
29A | CCGCCCGCGACGUCGCGAGAAGUCCACU 34 18S +
AAACCC
29B | CCCGCGACGUCGCGAGAAGUCCAC 24 18S +
30A | AGUAUGGUCGCAAGGCUGAAACUUAAA 31 18S +
GGAA
30B | CAAGGCUGAAACUUAAA 17 18S +
31 | CCGCACGCGCGCUACACUGAUGUAUUC 30 18S +
AAC
32 | UGAAGUGUUCGGAUCGCGGCGACGUGG 32 18S +
GUGGU
33 | CGAUCCUAUUGUGUUGGCUUCGGGAUC 28 18S +
G
34 | CGCAUUUAUUAGAUAAAAGGUCGACG 26 18S +
35A | UCGGCGAUACGCUCCUGGUCU 21 18S +2
35B | UCGGCGAUACGCUCCUGGUC 20 18S +4
35C | UCGGCGAUACGCUcCCUGGU 19 18S + +3
35D | UCGGCGAUACGCUCCUGG 18 18S +
36 | CCCUUUGUACACACCGCCCG 20 18S +
37 | AAGACGAUCAGAUACCGUC 19 18S +
38 | CAUAGUAAGGAUUGACAGA 19 18S + +10
39 | UGAAAUUCUUGGAUUUAU 18 18S +
40 | CGGGUCGUGCCUCCGGCG 18 18S +
41 | UAAGCGCGAGUCAUCAGC 18 18S +
42 | CUCUUUCUUGAUUCUAUG 18 18S +
43 | CGCGGCGACGUGGGUGGU 18 18S +
44 | AUUUAUGAAAGACGAAC 17 18S +
45 | CAUGCAUGUGUAAGUA 16 18S +
46 | AAACUUACCAGGUCC 15 18S +
47A | AUGCGAUCAUACCAGCACUAAUGCACC 118 5S +
GGAUCCCAUCAGAACUCCGCAGUUAAG
CGUGCUUGGGCGAGAGUAGUACUAGGA
UGGGUGACCUCCCGGGAAGUCCUCGUG
UUGCAUCCCU
47B | UGCGAUCAUACCAGCACUAAUGCACCG 117 5S +
GAUCCCAUCAGAACUCCGCAGUUAAGC
GUGCUUGGGCGAGAGUAGUACUAGGAU
GGGUGACCUCCCGGGAAGUCCUCGUGU
UGCAUCCCU
47C | CAUACCAGCACUAAUGCACCGGAUCCCA 111 5S +
UCAGAACUCCGCAGUUAAGCGUGCUUG
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GGCGAGAGUAGUACUAGGAUGGGUGAC
CUCCCGGGAAGUCCUCGUGUUGCAUCCC
U
47D | CUAGGAUGGGUGACCUCCCGGGAAGUC 43 5S +
CUCGUGUUGCAUCCCU
47E | AUGCGAUCAUACCAGCACUAAUGCACC 32 5S
GGAUC
47F | CGAGAGUAGUACUAGGAUGGGUGA 24 5S +2
47G | CGGGAAGUCCUCGUGUUGCAUCCC 24 5S +3
47H | AAGUCCUCGUGUUGCAUCCCU 21 5S +
471 | AAGUCCUCGUGUUGCAUCC 19 5S +
47) | UCCUCGUGUUGCAUCCCU 18 5S +
47K | CGAGAGUAGUACUAGGA 17 5S +
47L | UCCUCGUGUUGCAUCCC 17 5S
48A | CAUCCCGAACUUGGUGGUUAAACUCUA 83 5S
CUGCGGUGACGAUACUGUAGGGGAGGU
CCUGCGGAAAAAUAGCUCGACGCCAGG
AU
48B | UCCUGCGGAAAAAUAGCUCGACGCCAG 32 5S +
GAUGA
48C | UCCUGCGGAAAAAUAGCUCGACGCCAG 31 5S +4
GAUG
48D | UCCUGCGGAAAAAUAGCUCGACGCCAG 30 5S +4
GAU
48E | CGGUGACGAUACUGUAG 17 5S +
49 | GGCCUCACGGUCUAAAAGUUAUGG 24 5S +
50 | CGGUACCAAAUCGAGGCAAACUCUGAA 44 23S +
UACUAGAUAUGACCUC
51 | GACUGUUUACCAAAAA 16 23S +
52 | CAGUGACCAGGCCCG 15 23S +
53A | GGGCAGGUUCUUACGCGUUACUCACCC 92 16S
GUCCGCCACUGGAAACACCAcCUuUcCccaGU
CCGACUUGCAUGUGUUAAGCAUGCCGC
CAGCGUUCAU
53B | UCUCAUGGAGAGUUCGAUCCGGGCUCA 48 16S
GGAUGAACGCUGGCGGCAUGC
54A | UGAAGUCGUAACAAGGUAGCCGUAGGG 52 16S
GAACCUGCGGCUGGAUCACCcUcCCuUU
54B | GCGGCUGGAUCACCUCCcuuuUcU 22 16S +
55A | AGUCUUUGAACGCAAGUUGCGCCCCAA 64 5,85
GCCUUCUGGCCGAGGGCACGUcuUGccuU
GGGUGUCACA
55B | CCUGGGUGUCACACUGUAGGCACUGAA 50 5,85 +
ACGUAACCUGCAUGGGGCCACCA
55C | GGCCGAGGGCACGUCUUGCCUGGGUGU 31 5,8S +
CACA
55D | CCGAGGGCACGUCUGCCUGGGUGUCAC 28 5,85 +19
A
55E | CCGAGGGCACGUCUGCCUGGGUGUCA 26 5,8S +12
55F | GCACGUCUGCCUGGGUGUCACA 22 5,8S +
55G | CCGAGGGCACGUCUGCCUGGG 21 5,8S +4
56A | UAUGCAGCUGAGGCAUCCUAACAGACC 40 4,58 +3
GGUAGACUUGAAC
56B | CAGCUGAGGCAUCCUAACAGACCGGUA 36 4,55 +3

158




ZAL ACZNIK

GACUUGAAC
56C | CCGGUAGACUUGAAC 15 4,55 +
57 | AAGGUCACGGCGAGACGAGCCGUUUAU 28 4,58 +5

C
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Tabela X.2. Czasteczki biblioteki RNA70 oraz RNA18-73 zaklasyfikowane jako produkty

degradacji tRNA cytoplazmatycznych, kolorami oznaczono grupy homologicznych czasteczek

roznigcych sie dtugosciag; K — koniec tRNA zawarty w analizowanym produkcie degradacji, C —

chromosom, w ktérym ulokowany jest gen kodujagcy tRNA, * - delecja nukleotydu; pogrubiong

czcionkg wyrdzniono substytucje nukleotydowe.

Nr

Sekwencja (5’-3")

CCA

dtugosé
nt

tRNA/
antykodon

K

RNA70

RNA18
-73

58

UCAAACGAUUGUGG
GUUC**GUCCCACCG
GGCUGUG

CCA

37

Arg/TCT

+

59

AAAAGGUCGUGGGU
UCGGCUCCCACUGU
GGUCG

CCA

36

Arg/TCG

+4

60A

GCAGAAGGUCGUAG
GUUC**CCCGCUACC
UGACGCG

CCA

37

60B

GCAGAAGGUCGUAG
GUUC

18

Arg/CCT

61

CCAGAGAUUCUGGG
UUCGGUCCCCAGUG
AAGUCUG

CAA

38

Arg/ACG

62

ACUCUGGGUUCGUU
CCCCAGUGGAGUCG

CCA

31

Arg/ ACG

63

GUCCCACCGGGUGU
G

CCA

18

Arg/TCT

+3

64A

CGGAGCGGGAGAUU
GUGGGUUCGAGUCC
CACCGUGGUCG

CCA

42

64B

GCGGGAGAUUGUGG
GUUCGUGUCCCACC
GUGGUCGUCA

CCA

41

64C

AGAUUGUGGGUUCG
UGUCACACCGUGGU
CGCCA

CCA

33

Arg/CCG

3!

65

CAAUAGGUCACCGG
UUCGAAUCCGGUAG
GGCCCU

CCA

37

Cys/GCA

66

CGAGAGGUCACCGG
UUCGUACCCGGUUG
GGCCCU

CCA

37

Cys/GCA

67

GAGCCUAUAGCUCA
GUGGUAGAGCAAUU
GA

30

Cys/GCA

68A

UCCUUAGCUNAGUG
GUAGAGCAAUUGAC
UGC

31

68B

UCCAUAACUCAGUG
GUAGAGCAUUUGA

27

Cys/GCA

69A

UAGAAUAGUACCCU
GCCACGGUACAGAC
CCGGGUUCGUUUCC
CGGCUGGUGCA

CCA

56
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69B

GGUACAGACCCGGG
UUCGUUUCCCGGCU
GGUGCA

CCA

37

69C

CGGUACAGACCCGG
GUUCGUUUCCCGGC
UGGUGCA

36

69D

UACAGACCCGGGUU
CGUUUCCCGGCUGG
UGC

31

69E

CAGACCCGGGUUCG
UUUCCCGGCUGGUG
CA

CCA

33

69F

ACCCGGGUUCGUUU
CCCGGCUGGUGCA

CCA

29

70A

GCACCAGUGGUCUA
GUGGUAGAAUAGUA
CcC

30

70B

CCAGUGGUCUAGUG
GUAGAAUAGUACC

27

70C

CUAGUGGUAGAAUA
GUACCCUGCCACG

27

70D

AGUGGUCUAGUGGU
AGAAUAGUACC

25

70E

CUAGUGGUAGAAUA
GUACC

19

Gly/GCC

+2

+7

+3

71

AAAGCGUCUGUAGU
CCAACGGUUAGGAU

28

Gly/TCC

T2A

AGUGGUCUAGUGGC
AUGAUAGUACC

25

72B

CUAGUGGCAUGAUA
GUAC

18

Gly/GCC

5!

+2

73A

CGGUACUGACCAGG
GUUCGUUUCCCUGG
AUGCGCA

CC

37

73B

CGGUACUGACCAGG
GUUCGUUUCCCUGG
AUGCGC

34

73C

CAGGGUUCGUUUCC
CUGGAUGCGCA

CCA

28

73D

CAGGGUUCGUUUCC
CUGGAUGCGC

24

Gly/ccc

+3

+7

74

AUGUCUACGCUGGU
UCAAAUCCAGCUCG
GC

CCA

33

Tyr/GTA

3!

75A

UCGCUGGUUCGUUU
CCGGCAGGUCGGA

CCA

30

75B

CGCUGGUUCGUUUC
CGGCAGGUCGGA

CCA

29

75C

CUGGUUCGUUUCCG
GCAGGUCGGA

CCA

28

Tyr/GTA

76

UUUAGCUCAGUUGG
UAGAGC

20

Tyr/GTA

51

TTA

CGUGGGUUCAUAUC
CCACAGUUGUCA

CCA

29
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77B

CGUGGGUUCAUAUC
CCACAGUUGUCA

CcC

28

77C

CGUGGGUUCAUAUC
CCACAGUUGUC

25

Leu/TAG

3!

78A

CGUGGGUUCAGAUC
CCACUGUCAACA

26

78B

CGUGGGUUCAGAUC
CCACUGUCA

23

Leu/AAG

31

+2

+2

79

UGGUGUAGUGGUUA
UCACUUUUGCCUU

27

Val/TAC

51

80A

GCGAGAGGUCCCGA
GUUCAUUUCUCGGA
AUGCCCC

CCA

38

80B

CCGAGUUCAuUuUCU
CGGAAUGCCCC

CCA

28

Pro/AGG

81A

GGGUGUUUGGUCUA
GUGGUAUGAUUCUC
GCUU

32

81B

GGGUGUU**GUCUAG
UGGUAUGAUUCUCG
CuU

29

81C

GGGUGUU**GUCUAG
UGGUAUGAUUCUCG
C

28

81D

GGGUGUU**GUCUAG
UGGUAUGAUUCUCG

27

81E

GGGUGUUUGGUCUA
GUAGUAUGAUUCGC
GCU

31

Pro/CGG

5!

+2

+2

82

CUUGUGGUCGUGGG
UUCGUGCCCCACGG
UGGGCG

CCA

37

Lys/CTT

3!

83

CCGUGGGUUCGUUC
CCCACAGACGGCG

CCA

30

Lys/TTT

84A

UCCAGCGGUUAGGA
UAUCUGGCUUUCAC
CCAGGAGACCCGGG
UUCGUUUCCCGGCA
ACGGAG

CCA

65

84B

UCACCCAGGAGACC
CGGGuUUCGuUUUCCC
GGUAACGGAG

CCA

41

Glu/TTC

85

CAGGAUACUCGGCU
CUCACCCGAGAGGC
CCGGGUUCGUGUCC
CGGCAACGGAA

CCA

56

Glu/CTC

86

CGAGAGACCCGGGU
UCGUGUCCCGGCAA
CGGAG

CCA

36

Glu/ CTC

87A

CAAUAGACCCGGGU
UCGGCUCCCGGCAG
ACGCA

33

87B

CAAUAGACCCGGGU
UCGGCUCCCGGCAG

32

Glu/TTC
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ACGC

88

GCGGGAGGUCUUGA
GUUCAGCUCUCAAC
GAAAGCA

CCA

38

Thr/AGT

89

ACUGAAGGUCCGUA
GUUCGAUUCUGCGU
GUGGGC

34

Thr/TGT

+2

90

GGGGGUGUAGCUCA
UAUGGUAGAGC

25

91A

GCGAGAGGCACGGG
GUUCGUUUCCCCGC
ACCTCCA

CCA

38

91B

CACGGGGUUCGUUU
CCCCGCAUCUCCA

CCA

30

91C

UUCGUUUCCCCGCA
UCUCCA

CCA

23

Ala/CGC

92

AUCGUUACCCCGCA
UCUCCA

CCA

23

93

AUGUAGCUCAGAUG
GUAGAGC

21

Ala/AGC

51

94A

GUCACGCGGGUGAC
CCGGGuUUcCGuUUcCce
CGGCAACGGCG

CCA

42

94B

ACGCGGGUGACCCG
GGUUCGUUCCCCGG
CAACGGCG

CCA

39

94C

CGCGGGUGACCCGG
GUUCGUUCCCCGGC
AACGGCG

CCA

38

94D

GCGGGUGACCCGGG
UUCGUUCCCCGGCA
ACGGCG

CC

36

94E

CGUUCCCCGGCAAC
GGCG

CCA

21

95

UCGUUGUAGUAUAG
UGGUAAGUAUUCCC
GC

30

Asp/GTC

3!

+2

96A

AAGCUGCGGGUUCG
AGCCCCGUCAGUCC
CG

CCA

33

96B

CGAGCCCCGUCAGU
CCCG

CCA

21

97A

AUUGUAGUUCAAUU
GGUCAGAGCACCGC
C

29

97B

AUUGUAGUUCAAUU
GG

16

Asp/GTC

98A

UCAGAAGGUUGCGU
GUUCGUUUCACGUC
GGGUUCA

CCA

38

98B

UCAGAAGGUUGCGU
GUUCGUUUCACGUC
GGGUUCA

35

98C

UCAGAAGGUUGCGU

34

Trp/CCA

+9

+5
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GUUCGUUUCACGUC
GGGUUC

98D

UCAGAAGGUUGCGU
GUUCGUUUCACGUC
GGG

31

98E

AAGGUUGCGUGUUC
GUUUCACGUCGGGU
ucC

30

98F

UUGCGUGUUCGUUU
CACGUCGGGUUCA

CCA

30

98G

UCAGAAGGUUGCGU
GUUC

18

+3

99A

AACGUGGGUCUCCA
AAACCCAAUGUCGU
AGGUUCAAAUCCUA
CAGAGCGUG

CCA

54

99B

CCAAUGUCGUAGGU
UCAAAUCCUACAGA
GCGUG

CCA

36

99C

CAAUGUCGUAGGUU
CAAAUCCUACAGAG
CGUG

CCA

35

99D

UCGUAGGUUCAAAU
CCUACAGAGCGUG

CCA

30

99E

UCGUAGGUUCAAAU
CCUACAGAGCGUG

CC

29

99F

UAGGUUCAAAUCCU
ACAGAGCGUG

CCA

27

Trp/CCA

100

ACCGAGGGUUCGAA
UCCCucCuCuuucC

26

Ser/GGA

101

UUCGUACCCUGCUG
UUGACG

20

Ser/TGA

102

GUGGCUGUAGUUUA
GUGGUAAGAAUUCC
ACG

31

HisGTG/

103

UCGCGUGUUCGAUC
CACGCUCACCGCA

CCA

30

Phe/GAA

N

104

CAAAUCCAAUAGUA
GGUA

CCA

21

Met/CAT

105

AAGGUCGCAGGUUC
GUAACCUGCAUGGG
CCA

CCA

34

lle/AAU

106

UCGUAGGUUCAAAU
CCUACCUGGGGA

26

Asn/ GTT

N
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Tabela X.3. Czasteczki biblioteki RNA70 oraz RNA18-73 zaklasyfikowane jako produkty

degradacji tRNA organellowych, kolorami oznaczono grupy homologicznych czasteczek réznigcych

sie dhugoscig; K — koniec tRNA zawarty w analizowanym produkcie degradacji, * - delecja

nukleotydu; pogrubiong czcionka wyrdzniono substytucje nukleotydowe.

Nr

Sekwencja (5’-3%)

CCA

dtugosc¢
nt

tRNA/
antykodon

K

RNA70

RNA18
-73

107

UUCGAAUCCCUCCUCG
CCCA

CCA

23

Arg/ACG

31

+

108

CAAAUCCGGGUGCCGC
CuU

CCA

21

Cys/GCA

3!

109A

AGAAGACGCGGGUUC
GAUUCCCGCUAUCCGC
C

CCA

35

109B

AGAAGACGCGGGUUC
GAUUCCCGCUAUCCGC

31

109C

ACGCGGGUUCGAUUCC
CGCUAUCCGCC

CCA

30

109D

AUUCCCGCUAUCCGCC

CCA

19

Gly/GCC

2
+
2
+

110

UAGGUUCGAAUCCUGC
CUCUCCCAC

CCA

28

Mito
TyrIGTA

111

AAAAUCCGUUGACUU
UUAAAAUCGUGAGGG
UUCAAGUCCCUCUAUC
CCCA

CCA

53

112A

GGGGAUAUGGCGGAA
UUGGUAGACGCUACG
GACUUAA

37

112B

AUAUGGCGGAAUUGG
UAGACGCUACGGAUU
U

31

Leu/TAA

31

113A

AGACUCAAAAUCUCGU
GCUAAAGAGCGUGGA
GGUUCGAGUCCUCUUC
AAGGCA

53

113B

CGAGACUCAAAAUCUC
GUGCUAAAGAGC

28

113C

CGGGAGGUUCGAGUCC
U

18

Leu/CAA

114A

AGAGCAUCUCGGUUCG
AGUCCGAGUAGC

28

114B

CGAGUCCGAGUAGCUG
GUA

CCA

22

Leu/TAG

115

GGGAUAUAACUCAGC
GGUAGAGUGUCACCU

30

Val/GAC

116

CUACGGUUCGAGUCCG
UAUAGCCCUA

CcC

28

VallTAC

117A

UUCAAGGAGGCAGCG
GGGAUUCGACUUCCCC
UGGGGGUA

CC

41

117B

CAAGGAGGCAGCGGG
GAUUCGACUUCCCCUG
GGGGUA

CCA

40

Glu/CTC
(antysens)
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NIK

117C

CAGCGGGGAUUCGACU
UCCCCUGGGGGUA

CCA

32

117D

CGACUU*CCCUGGGGG
UA

CCA

21

118A

UAAGCCAUCGGUUCA
AAUCCGAUAAGGGGC
U

CCA

34

118B

CAAAUCCGAUAAGGG
GCU

CCA

21

Thr/GGT

w

119A

AUAUAGCUCAGUUGG
UAGAGCUCCGCUCUUG
CAA

34

1198

UAGCUCAGUUGGUAG
AGCUCCGCUCUUGCAA

31

119C

AUAUAGCUCAGUUGG
UAGAGCUCCGC

26

Ala/TGC

120A

CAGUGGAUUGUGAAU
UCACCAUCGCGGGUUC
AAUUCCCGUCGUUCGC
CC

CA

51

120B

UUCAAUUCCCGUCGUU
CGCCC

CA

23

His/GTG

121

UCACCAGUUCAAAUCU
GGUUCUUGGC

26

Phe/GAA

122A

UGAUUGGGCGUAGGU
UCGAAUCCUACUUGGG
GAG

CCA

37

122B

AUUGGUCGUAGGUUC
GAAUCCUACUUGGGG
AG

CCA

35

122C

CGAAUCCUACUUGGGG
AG

CCA

21

Asn/GTT

3!

123

CAAUUCCUACUGGAUG
CA

CCA

21

lle/AAT

124A

GCGAGGUCUCUGGUUC
AAAUCCAGGAUGGCCC
A

CCA

36

124B

CGAGGUCUCUGGUUCA
AAUCCAGGAUGGCCCA

CC

34

124C

CAAAUCCAGGAUGGCC
CA

CCA

21

Ile/GAT

3!

+2
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Tabela X.4. Czasteczki biblioteki RNA70 oraz RNA18-73 zaklasyfikowane jako produkty

degradacji mRNA, kolorami oznaczono grupy homologicznych czasteczek réznigcych sie dtugoscia;

C - chromosom, pogrubiong czcionkg wyr6zniono substytucje nukleotydowe.

Nr Sekwencja (5’-3’) dtugos¢ pozycja/mRNA RNA70 | RNA18
nt -73
125A | UCCAUGACGUUCCUGA 21 5UTR +
UGCUA DNA repair protein 2
Rad4 family
125B | UCCAUGACGUUCCUGA 20 (AT5G16630) +
UGC 2
126 | ACGGACUGGGAAAUC 36 egzon +
AAGCCAGCUAGUGCCC hypothetical protein
CUGGA (AC000103)
127 | CAGCAAUCAACAGAGA 29 egzon/intron +
CCUAAUCAGUAAC ketol-acid
reductoisomerase
(AT3G58610)
128 | AUGGUUUUUUUCAUGA 17 mitochondrial +
A pseudogene
(At2g07686)
129A | CUGCCCCGGGUUCCcUC 23 egzon +
AUUCUCU Lecithin:cholesterol 5
129B | CUGCCCCGGGUUCCUC 21 acyltransferase +
AUUCU family protein /
LACT family protein
(AT1G27480)
130 | AGUCAUUGUGUCUCA 15 egzon +
unknown protein
(AT1G57777)
131 | CAAGGUCAUGUAGUUC 33 egzon +
AAAUCUACUUAAGCU homolog of
UA yeast autophagy 18
(ATG18) h)
(AtATG18h)
132A | GCGAGAGGUCCCGAGU 38 egzon +
UCAUUUCUCGGAAUGC MRNA for mutT like
CCCCCA protein (At1g68760)
132B | CCGAGUUCAUUUCUCG 28 +
GAAUGCCCCCCA
133 | UGUUCAGUUUAUGGAC 30 egzon +
GGUACGAUUUGGUU oxidoreductase N-
terminal domain-
containing
protein
(AT1G66130)
134 | AUGGUUCUCUUUUCGA 17 intron +
A caleosin-related
family protein
(AT1G70670)
135 | AUGUUGAUAAAUUUUC 23 Intron +
UGUCCGU Putative protein
(AT4g34070)
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136 | AUCGGGGAUAGCUGUG 17 egzon +
C Mutator-like

transposase
(At2g14030)

137 | AAGGUCCUGAACGAUG 23 egzon +
UGCUGAC putative non-LTR

retroelement reverse
transcriptase
(At2g01840)

138 | CUGCUCCUAGUACGAG 25 5’UTR
AGGACCGGA aldose 1-epimerase

family protein
(AT5G66530)

139 | AAAGGAGGAAGGAACA 49 5’UTR
AAGCAGUGCUCUCGUU protein binding / zinc
UCAUUUUUCuUCccuUuU ion binding
C (AT4G39140)

140 | AUUGGCGGGAUCCCUC 30 5 UTR
GCGGGUGCACCGCC mRNA (At3g41950)

141 | UCGGAAGAGGAUUUUG 19 intron +
CGG glucose-6-phosphate

dehydrogenase
(AT5G35790)
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Tabela X.5. Czasteczki biblioteki RNA70 oraz RNA18-73 zwigzane z biogenezg matych

niekodujgcych RNA (ncRNA), kolorami oznaczono grupy homologicznych czasteczek réznigcych

sie dtugoscia.
Nr Sekwencja (5’-3’) dtugos¢ NcRNA RNA70 | RNA18
nt -73
142 | AGAAAGCCCACUAAGAUAG 86 +
CUUGCUAUCUGGGCUUUCA (U2.3) ncRNA
CGAGUCGCCCAUGCGUUGCA (AT3G57765)
CUACUGCACGGGCCcUGGCUC
AACCCGCC
143 | CGAGAGACCGAUAUUGAAA 29 small RNA +
UUGUCGGGAG Ath_wt_09433
(1-13)
small RNA
Ath_wt_20370
(14-29)
144 | AAGUUUCCCUCAGGAUAGU 27 small RNA +
AGAAGCUC Ath_wt_13668
145 | GGGUCAGCGCUCUGACGAA 24 small RNA +
GAUGG AGO4 09775
146 | CAUUCGGUCAUAUGGUACA 23 small RNA +
UUCC AGO4_06864
147 | ACUGGUAAACCAGCGGGUG 22 small RNA +
CAA Ath_wt_03405 2
148A | UGAAAGUGACUACAUCGGG 21 +
GU pre-mil61
148B | UUGAAAGGACUACAUCGGG 20 (AT1G48267) +
A
148C | AAAGUGACUACAUCGGGG 18 +
149 | CGCAAGUGAAAUACCACUA 19 small RNA + +
Ath_wt_21944 38
150A | CGGACUGCUCGAGCUGCU 18 +
small RNA 2
150B | CGGACUGCUCGAGCUGC 17 Ath_wt_17407 + +
11
151 | CAUUAACUAUUUCUUUAU 18 small RNA +
Ath_wt_17630
152 | AGGCGCGUCUAUUGCUGG 18 (U4.2) ncRNA +
(AT3G06900)
153 | UGGGGGCCGGCGAUGCG 17 small RNA +
Ath_wt_14605
154 | CAUCUUUCUAUUGGCAGG 18 MIR399C +
(AT5G62162)
precursor transcript
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Tabela X.6. Czasteczki biblioteki RNA70 oraz RNA18-73 zaklasyfikowane jako transkrypty

rejondw miedzygenowych, kolorami oznaczono grupy homologicznych czasteczek roznigcych sie

dtugoscig; pogrubiong czcionkg wyrdzniono substytucje nukleotydowe..

Nr Sekwencja (5’-3’) chromosom/ dtugos¢ | RNA70 | RNA18
genom nt -73

155A | CUGAAAGCAUCUAAGUAG 47 +
UAAGCCCACCCCAAGAUGA | chloroplastowy
GuGCcuUcuccuU

155B | CAAGAUGAGUGCUCUCCU 18 +

156 | ACAUGACAACCAAUAACU 2 44 +
AC/AU/CUUUGUUGGUGUA /odcinki 1-22 i
UUGGUAACA 20-36 kodowane

oddzielnie/

157 | AAGAAGGAAGCUAUAAGU chloroplastowy 32 +
AAUGCAACUAUGAA /antysens/

158 | UAGACUCUAAAAAUACCC chloroplast 29 + +
UUGGUACUUUA /antysens/ 4

159 | AAGAAAGAUCGUUUUUAG 2 28 +
AUCAUCAAGU

160 | AGAGGGAACGAAACUGUU 5 24 +
GAAUGA

161 | GAAAAAGAACUCUUCGUG 5 24 +
AAAAGA Rejon centromeru

162 | CUUAAAAGUAGGUCUGCG 1 24 +
AGGAAG /antysens/

163 | GUUAAAGACUACUGAUGG 5 24 +
AGAUGC

164 | GCACUUCUCACGUACAAGG 2 24 +
CACUU

165 | AGGAAGCGAGGGAUGAGA 2 24 +
UGCUGA

166 | AAUCUGAAAAUACCGCAG 2 24 +
CGUAGC

167 | AACGAAAUUGGCAAGGUG 2 24 +
AAGAAG /sens/antysens/ 2

168 | AGGUUCGAAUCCUUCCGUC chloroplast 24 +
CCAGC

169 | AUAUUUAAUCUCGUUUAA 2 23 +
UUAUA

170 | CCAUAGGCGACAAGUGUC 5 23 +
UCAGA

171 | AGAGUAUCUCACUGAUGG 1 23 +
AAAUG

172 | ACGACGUCGUUUAUUGAG 2 23 +
AGACA

173 | AGCUGAGUUUGAUCGGUG 2 23 +
CAUUG /antysens/

174 | CAGAAGGUUCUGGGCCGA 3 22 +
AUCC

175 | CUGCGCAAUUUGGUGCCG 1 22 +
GUGA

176 | CGCUUCCCGGAUGGUGCA 1 21 +

170



ZAL ACZNIK

CCA

177A

ACGGACUGGGAUCCCCGG
GCG

177B

ACGGACUGGGAUCCCCGG
GC

177C

CGGGCUGGGAUCCCCGGG
CG

DNA telomeréw

21

20

20

+lw + [N+

178

GUUCCCCAUAGACUGCGCC
A

1

20

179

CAAAGUGAAGAAAAAAAA
A

1
/antysens/

19

+

180

AGAGAUACAAUAUUGGGA

2

18

181

CAAAAUUGUGAUUAAUAC

2

18

182

UCGAAGGUUCGAUUCCUU

1

18

183

AGUGUCACAUGUGUGCG

2

17

184

AUGUAUAGAAAUAAAA

4

16

++|+|N +|+
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Tabela X.7. Czasteczki biblioteki RNA70 oraz RNA18-73 zaklasyfikowane jako mate

regulatorowe RNA; pogrubiong czcionka wyr6zniono substytucje nukleotydowe.

Nr Sekwencja (5’-3’) dtugosc¢ MiRNA RNA70 | RNA18
nt -73
185 | UUCCACAGCUUUCUUGGA 21 MIR396A +
CUG (AT2G10606)
186 | UGAAGCUGCCAGCAUAGU 21 MIR 167b +
CUA (FM163798.1)
187 | AGAAUCUUGAUGAUGCUG 21 MIR 172b +
CAU (FM163922.1)
188 | AUGGUAGUUCAAGUAUUC 20 TAS2 RNA +
CA (AT2G39681)
trans-acting
siRNAZ2 precursor
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