Powstawanie i funkcje granul stresowych w stresie niedotlenienia u roélin ze

szczeg6lnym uwzglednieniem roli m6A (N6 - metyloadenozny)

Ze wzgledu na osiadly tryb 2ycia, przetrwanie stresu wywofanego czynnikiem
abiotycznym, wymaga od roélin dynamicznej adaptacji do zmieniajagcych warunkéw
érodowiska. Jest to mozliwe miedzy innymi przez przestrzenna regulacjg ekspresji genbéw
2 udziatem granul stresowych. Granule stresowe (z ang, stress granules; SGs) to nieobfonione
biokondensaty powstajace w cytoplazmie komérek narazonych na stres biotyczny i abiotyczny.
Te bogate w biatka i poli(A) RNA struktury sa miejscem wystgpowania transkryptéw
nieulegajacych translacji. Odtaczanie mRNA od rybosoméw i ich akumulacja w SG moze
stanowi¢ mechanizm umotzliwiajacy synteze jedynie tych biatek, ktére s3 kluczowe do
przetrwania w warunkach stresu. Jak dotad jednak nie udato sig jednoznacznie ustali¢ funkcji
SG oraz ich zwiazku z tolerancjq na stres. Nieznany jest réwniez mechanizm selektywnej
sekwestracji transkryptow w SG ani dalszy los zgromadzonego na ich terenie mRNA.
Podejrzewa sie, ze modyfikacje epitranskryptomiczne, takie jak N6-metyloadenozyna (m6A),
moga wptywac na lokalizacje komérkowa mRNA. Jednakze do tej pory nie prowadzono badan
nad rolg m6A w organizacji transkryptomu SG u roslin.

Dlatego celem niniejszej pracy byto poznanie natury i funkcji granul stresowych w
komérkach korzeni L. angustifolius (tubinu waskolistnego) i A. thaliana podczas stresu hipoksji

(niedotlenienia), natomiast szczegétowymi zadaniami badawczymi byty:

e identyfikacja i badania etapéw powstawania SG oraz poznanie struktury i dystrybucji
molekut na ich terenie,

e badania zmian transkryptomu tubinu w odpowiedzi na stres hipoksji oraz podczas
powrotu do warunkoéw fizjologicznych,

e poznanie zmian iloci m6A na poziomie epitranskryptomu tubinu.

e okreslenie roli m6A w powstawaniu SG.

Przeprowadzone badania wykazaly, ze podczas niedotlenienia w komérkach korzeni
L. angustifolius dochodzi do powstawania SG bogatych w poli(A) RNA i biatka PAB2.
Stwierdzono, ze SG formuja sie w cytoplazmie w odpowiedzi na stres, poczatkowo jako mate
biokondensaty, ktére z czasem facza si¢ w wigksze struktury. Badania ilosciowe dotyczace
poli(A) RNA przez caty okres trwania hipoksji wykazaty, ze transkrypty z cytoplazmy

przemieszczajg sie do SG.

Analizy z udziatem, m.in. mikroskopii wysokorozdzielczej (STORM) oraz transmisyjnej
mikroskopii elektronowej (TEM) ujawnity charakterystyczng dwustrefowq strukture SG,
dotychczas nieopisang w literaturze. SG skfadaja sie z pierScienia bogatego w poli(A) RNA
i PAB2 oraz centralnej strefy wolnej od tych molekut, w ktérej obecne s rybosomy.



Wykazano, ze po ustaniu dziatania czynnika stresowego, podczas ponownego natlenienia roélin
dochodzi do demontazu SG. Poréwnujac poziomy poli(A) RNA w komérkach korzeni a takze
blokujac transport jadrowo-cytoplazmatyczny transkryptéw podczas stresu i reoksygenacji
ujawniono, ze SG sq gléwnym sa zrédtem zwiekszajacej sig ilosci mMRNA w cytoplazmie i jest to
poziom transkryptéw wystarczajacy dla funkcjonowania komérki podczas pierwszych godzin
po ponownym natlenieniu.

Badania RNA-seq ujawnity bardzo silng odpowied? na indukcje | zakoriczenie stresu
niedotlenienia na poziomie transkryptomu korzeni tubinu. Zidentyfikowano 21 036 genéw
réznicowo eksprymowanych w czasie niedotlenienia. Do dalszych analiz wyznaczono
transkrypty wéréd genéw odpowiedzi na stres oraz o obnizonej ekspresji podczas hipoksji. W
kolejnym etapie badar przeprowadzono analize MeRIP-Seq, co pozwolito zidentyfikowac
zmiany w rozmieszczeniu i poziomie m6A w obrebie transkryptéw. Ustalono, ze m6A wystepuje
gtéwnie w koricu 3’ we wszystkich transkryptach a poziom tej modyfikacji zwigkszat sie w
poczatkowym okresie trwania hipoksji a nastepnie malat w trakcie wydtuzonego czasu
niedotlenienia, co moze by¢ zwigzane z regulacjg stabilizacji mRNA.

Nastepnie stosujgc techniki fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ FISH oraz MeRIP-gPCR
wykazano, ze transkrypty regulujace hipoksje, na przyktad ADH1 i HUP7 charakteryzujg sig
niskim poziomem m6A a dodatkowo ADH1 wystepuje tylko w czesci centralnej SG, gdzie
obserwowano rybosomy. Z kolei, mRNA genéw niezwigzanych z niedotlenieniem byto silnie
wzbogacone w m6A i transkrypty byly obecne w obu strefach SG.

Dalsze badania nad rolg modyfikacji m6A w formowaniu i funkcjonowaniu SG przeprowadzono
u mutantéw A. thaliana o wysoce obnizonym poziomie m6A. W wyniku braku zajscia procesu
metylacji adenozyny obserwowano spadek liczby SG oraz zawartosci poli(A) RNA na ich
terenie.

Uzyskane wyniki wskazujg na istotny udziat m6A w odpowiedzi na stres hipoksji,
zaréwno zwigzanej z regulacjg ilosci mRNA ale takze z przechowywaniem transkryptow na
okres po zakoriczeniu stresu w SG. Te dwa zjawiska moga odbywac si¢ rownoczesnie ale w
réznych rejonach komérki. Wykazanemu w pracy spadkowi ilosci pewnych mRNA w
cytoplazmie poza SG towarzyszy wzrost poziomu m6A w hipoksji. Natomiast, w SG modyfikacja
ta jest niezbedna dla rekrutacji czeéci mRNA do granul stresowych. W celu ochrony mRNA
przed degradacja w SG na pdiniejszych etapach odpowiedzi na stres niedotlenienia, ALKBH9B
moze demetylowac transkrypty. Tak przechowany mRNA w SG moze by¢ wykorzystywany po
zakonczeniu stresu do szybkiej translacji. Wynika z tego, ze rola m6A w odpowiedzi na stres
hipoksji u roélin jest bardzo ztozona. Wraz z mechanizmami, ktére podczas transkrypcji
metyluja adenozyne w pozycji 6 oraz dziatania demetylaz waznym aspektem funkcjonowaniu

tej modyfikacji jest lokalizacja komérkowa poszczegélnych mRNA.
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