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STRESZCZENIE

Problem badawczy: Ekspresja gendw w komodrkach eukariotycznych jest wynikiem
ztozonej sieci procesow, ktére wykraczaja daleko poza samg inicjacje transkrypciji.
Chociaz transkrypcja stanowi punkt wyjscia, to ostateczny poziom i moment syntezy
biatka zalezg od wielu mechanizmdéw dziatajgcych réwniez na poziomie post-
transkrypcyjnym. Dzieki nim komodrka moze elastycznie zarzadzacd pula transkryptéw,
tworzac mechanizmy buforujace, ktére pozwalaja reagowaé na zmienne warunki
i dynamiczne potrzeby fizjologiczne. Mozna do nich zaliczy¢: regulacje eksportu RNA,
translacji mRNA, degradacje pre-mRNA i mRNA czy kontrole aktywnosci samego biatka.
Jednym z takich mechanizméw jest rowniez jadrowa retencja poli(A)RNA, ktéra petni
funkcje regulacyjna, opdzniajagc moment wykorzystania gotowych transkryptow.

Badania prowadzone na mikrosporocytach modrzewia europejskiego (Larix decidua
Mill.) wskazuja, ze retencja mRNA ma charakter globalny i jest Scisle powiazana
z obecnoscia ciat Cajala (ang.Cajal bodies, CB). Jest to pierwsza przestanka sugerujaca
udziat tych struktur jadrowych w kontroli loséw transkryptoéw u roslin. Jak wykazaty
wstepne analizy, wiele z gromadzonych w CB mRNA posiada zachowane sekwencje
intronowe, co wskazuje, ze retencja introndw moze stanowi¢ kluczowy element tego
mechanizmu regulacyjnego. Szczegélnie istotne wydaje sie to w komérkach, w ktérych
transkrypcja przebiega w sposob pulsacyjny - zatrzymywanie transkryptow w jadrze
umozliwia przesuniecie w czasie ich translacji i dostosowanie syntezy biatek
do aktualnych potrzeb metabolicznych, nawet wtedy, gdy aktywnos¢ transkrypcyjna
chwilowo stabnie. Doktadny mechanizm jadrowej retencji z udziatem ciat Cajala
pozostaje niepoznany, jednak jego wyjasnienie stanowi istotne wyzwanie badawcze.
Pogtebienie wiedzy w tym zakresie moze rzuci¢ nowe $wiatto na role tych struktur
w regulacji ekspresji genéw u roslin, a takze dostarczy¢ kluczowych informacji
dlazrozumienia proceséw  warunkujacych  prawidtowy przebieg podziatow

mejotycznych i rozwdj gametofitu.



Cel pracy: Celem niniejszej pracy byto zidentyfikowanie transkryptéw wykazujacych
retencje intronéw oraz zbadanie sktadu molekularnego ciat Cajala na poszczegdlnych
etapach cyklu syntezy i eksportu poli(A)RNA. Uzyskane wyniki stanowig pierwszy opis
udziatu tych domen w jadrowej retencji RNA u roslin. Zaobserwowana akumulacja
w obrebie CB transkryptow zawierajgcych retencyjne introny wskazuje na zwigzek
pomiedzy obecnoscig takich intronéw a lokalizacja pre-mRNA w ciatach Cajala.
Podkresla to znaczacg role CB w post-transkrypcyjnej regulacji ekspresji gendw,
co moze mie¢ kluczowe znaczenie dla prawidtowego przebiegu podziatu komérkowego

i powstania dojrzatej, funkcjonalnej mikrospory.

Wyniki: Wykazano, ze w mikrosporocytach modrzewia, charakteryzujacych
sie pulsacyjng aktywnoscia transkrypcyjna, poszczegélne mRNA roznig sie dynamika
eksportu. Zréznicowanie to moze petnic role precyzyjnego mechanizmu kontroli czasu
syntezy kodowanych biatek, umozliwiajac efektywne zarzadzanie pulg transkryptow
w odpowiedzi na zmiany w ekspresji gendw. Analizy bioinformatyczne, potwierdzone
obserwacjami mikroskopowymi, wykazaty, ze wiekszo$¢ transkryptéw akumulowanych
w CB zawiera retencyjne introny, ktére sg ostatecznie usuwane w procesie splicingu.
Wsrdd tych transkryptéw znajdujg sie réwniez mRNA kodujgce biatka maszynerii
transkrypcyjnej i splicingowej, ktérych retencja moze modulowaé dojrzewanie innych
transkryptow i sprzyjac ich czasowej akumulacji w jadrze. Z kolei analiza zmian sktadu
molekularnego ciat Cajala w trakcie cyklu wykazata, ze ich funkcja ewoluuje w czasie.
Na poczatku cyklu CB gromadza dojrzate kompleksy U snRNP, ktére w pierwszej
kolejnosci sa wykorzystywane w procesie ko-transkrypcyjnego splicingu. Natomiast
pod koniec cyklu stajg sie przede wszystkim miejscem akumulacji snRNA
przygotowywanych do eksportu z jadra do cytoplazmy. Zgromadzone w ten sposdb
snRNA stanowig rezerwuar, ktdry zostaje wykorzystany na poczatku kolejnego cyklu,

podczas nastepnego pulsu aktywnosci transkrypcyjne;j.
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ABSTRACT

Research problem: Gene expression in eukaryotic cells results from a complex network
of processes that extend far beyond transcription initiation. Although transcription
constitutes the starting point, the ultimate level and timing of protein synthesis
are determined by multiple mechanisms acting also at the post-transcriptional level.
These mechanisms allow the cell to flexibly manage its transcript pool, establishing
buffering systems that enable adaptation to fluctuating conditions and dynamic
physiological needs. They include, among others, the regulation of RNA export, mRNA
translation, pre-mRNA and mRNA degradation, as well as control of protein activity
itself. One such regulatory mechanism is nuclear retention of poly(A)RNA, which delays

the utilization of mature transcripts and thereby fine-tunes gene expression.

Studies on microsporocytes of European larch (Larix decidua Mill.) indicate that mRNA
retention is a global phenomenon tightly associated with the presence of Cajal bodies
(CBs). This represents the first evidence suggesting the involvement of these nuclear
domains in transcript fate control in plants. Preliminary analyses revealed that many
of the mRNAs accumulated within CBs retain intronic sequences, suggesting intron
retention as a key component of this regulatory mechanism. This is particularly relevant
in cells exhibiting pulsatile transcriptional activity, where nuclear retention
of transcripts allows their translation to be shifted in time and synchronized with
the metabolic needs of the cell, even during periods of reduced transcriptional output.
Although the exact mechanism of nuclear retention involving Cajal bodies remains
unclear, elucidating this process constitutes an important research challenge.
Advancing knowledge in this area may shed new light on the role of these nuclear
structures in plant gene expression regulation and provide essential insights into

the mechanisms underpinning meiotic progression and gametophyte development.

Aim of the study: The aim of this work was to identify transcripts characterized
by intron retention and to investigate the molecular composition of Cajal bodies
at successive stages of the poly(A)RNA synthesis and export cycle. The results presented
here constitute the first description of CBs involvement in nuclear RNA retention

in plants. The observed accumulation of intron-retaining transcripts within CBs points

11



to a strong link between the presence of introns and the localization of pre-mRNAs
in these nuclear bodies. This highlights the significant role of CBs in post-transcriptional
gene regulation, which may be crucial for proper cell division and the formation

of a mature, functional microspore.

Results: It was demonstrated that in microsporocytes of European larch, characterized
by pulsatile transcriptional activity, individual mRNAs exhibit distinct dynamics
of nuclear export. Such heterogeneity may serve as a precise regulatory mechanism
controlling the timing of protein synthesis, thereby enabling efficient management
of the transcript pool in response to changes in gene expression. Bioinformatic
analyses, supported by microscopic observations, showed that most transcripts
accumulated in CBs contain retained introns, which are ultimately removed through
splicing. Among these transcripts are mRNAs encoding components
of the transcriptional and splicing machineries, whose retention may modulate
the maturation of other mRNAs and contribute to their transient nuclear accumulation.
Furthermore, the analysis of changes in the molecular composition of Cajal bodies
during the cycle revealed that their function evolves over time. At the beginning
of the cycle, CBs accumulate mature U snRNP complexes, which are primarily employed
in co-transcriptional splicing. By contrast, at the end of the cycle they serve mainly
as sites of snRNA accumulation, preparing these molecules for export from the nucleus
to the cytoplasm. The snRNA stored in this manner constitutes a reservoir that
is subsequently utilized at the onset of the next cycle, during the following pulse

of transcriptional activity.
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1. WSTEP

Podstawowg réznica pomiedzy komdrkami eukariotycznymi a prokariotycznymi
jest obecnosc jadra komérkowego. Termin ,,prokaryote” (dostownie ,przed jadrem”)
odnosi sie do komorek, ktére nie posiadajag tego organellum. W komorkach
prokariotycznych materiat genetyczny znajduje sie w bezposrednim kontakcie
zcytoplazma, poniewaz brakuje w nich struktur btonowych tworzacych
wewnatrzkomorkowe kompartymenty. Komorki eukariotyczne, ktdre ewolucyjnie
pojawity sie pdzniej, charakteryzujg sie obecnoscig btonowych organelli, takich
jak jadro komoérkowe, mitochondria czy chloroplasty. Dzieki obecnosci podwadjnej btony
otaczajacej jadro, materiat genetyczny jest fizycznie oddzielony od cytoplazmy,
co umozliwia zaawansowang organizacje procesow biochemicznych w komérce. Taka
kompartmentalizacja pozwala na jednoczesne zachodzenie tysiecy proceséw
niezbednych dla jej prawidtowego funkcjonowania. Powstanie komorek
eukariotycznych miato kluczowe znaczenie dla ewolucji zycia wielokomdrkowego

i roznorodnosci biologicznej na Ziemi (Fuerst 2010).
1.1 Jadro komorkowe

Jadro komédrkowe byto pierwszym zaobserwowanym organellum komdrkowym.
W 1828 roku zostato ono nazwane przez szkockiego botanika Roberta Browna (Brown
1828). Poczatkowo, z powodu ograniczen owczesnych mikroskopow Swietlnych,
uwazano, ze jego wnetrze jest strukturalnie jednorodne. Jednak rozwdj mikroskopii
zmienit to przekonanie. Obecnie wiadomo, ze w jadrach interfazowych chromosomy
zajmuja okreslone, nieprzypadkowe regiony zwane terytoriami chromosomowymi

(Cremer i Cremer 2010).

Badania nad organizacja jadra wykazaty, ze jest ono wysoce zorganizowanym
i dynamicznym przedziatem komoérkowym. Przeprowadza i reguluje wiele proceséw,
cottumaczy obecno$¢ specyficznych  mikrosrodowisk w  jego  strukturze.
Te mikrosrodowiska, znane jako biomolekularne kondensaty, odgrywaja kluczowa role

w funkcjonowaniu i regulacji proceséw zachodzacych w jadrze.
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1.2 Biomolekularne kondensaty

Jadro komorki eukariotycznej jest miejscem zachodzenia tysiecy procesow
biochemicznych. Ich niezaktécony przebieg  jest istotny dla prawidtowego
funkcjonowania komoérki, a co za tym idzie catego organizmu. W obrebie tego
organellum odbywaja sie m.in.: replikacja DNA, transkrypcja, dojrzewanie pre-mRNA,
synteza rRNA i podjednostek rybosomalnych, a takze synteza miRNA, siRNA i scaRNA.
Jadro odgrywa réwniez role w eksporcie dojrzatych mRNA do cytoplazmy oraz
w regulacji wielu innych proceséw molekularnych. Jest ono centrum regulacyjnym,
ktore odpowiada za kontrole ekspresji genow, umozliwiajac rozwoj, wzrost, prawidtowa
odpowiedz komérki na bodzce s$rodowiskowe oraz adaptacje do zmieniajacych
sie warunkéw. To wtasnie kompartmentalizacja oraz dynamiczna organizacja jadra
sprawiaja, ze mozliwe jest réwnoczesne i precyzyjne przeprowadzanie tysiecy
skomplikowanych proceséw biochemicznych, co podkresla jego kluczowa role w zyciu

komorki (Fuerst 2010; Cremer i Cremer 2010).

Badania przeprowadzone w ostatnich latach wykazaty, ze biomolekularne kondensaty
odgrywaja kluczowa role w organizacji, kontroli i regulacji wielu z wymienionych
wczesniej procesdw biochemicznych. Funkcjonujg one jako swoiste ,fabryki”
molekularne, w ktérych gromadzone sa sktadniki, takie jak biatka czy kwasy
nukleinowe, niezbedne do prawidtowego przebiegu okreslonych reakcji (Taliansky
i wsp. 2023). Dzieki lokalnej koncentracji lub izolacji tych okreslonych czynnikow
biomolekularne kondensaty sprzyjaja precyzyjnej, przestrzennej i czasowej regulacji
reakcji makromolekularnych oraz zwiekszaja ich wydajnos¢ katalityczng (Séding

i wsp. 2020).

W odrdznieniu od kanonicznych organelli, takich jak mitochondria, chloroplasty
czy lizosomy, kondensaty s3 nieobtonionymi organellami (ang. membraneless
organelle, MLO). Ich liczba oraz rozmiary moga dynamicznie zmieniac sie w odpowiedzi
na warunki Srodowiskowe (Fefilova i wsp. 2022). MLO zaangazowane sg w szeroki zakres
proceséw, w tym w metabolizm RNA, biogeneze rybosomoéw, naprawe DNA, transdukcje
sygnatéw, mechanizmy odpowiedzi na stres, a takze w regulacji ekspresji gendw

na poziomie transkrypcyjnym i post-transkrypcyjnym (Taliansky i wsp. 2023).
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W komorkach eukariotycznych biomolekularne kondensaty wystepuja zaréwno
w jadrze komorkowym: jaderko, ciata Cajala czy paraspeckles, a takze w cytoplazmie:
P-bodies czy granule stresowe (Banani i wsp. 2017). Wiekszo$¢ z nich przybiera
sferyczny ksztatt o Srednicy od 0,01 do 10 um. Cechy przypisywane MLO, takie
jak sferyczny wyglad czy zdolno$é do fuzji, sa typowe dla struktur o wtasciwosciach
cieczy. Zauwazono, ze pojedyncze kondensaty mogg taczy¢ sie w wieksze struktury,
atakze ulega¢ deformacji lub rozszczepieniu pod wptywem zmieniajacych
sie warunkdw srodowiskowych. Przypuszcza sie, ze MLO sg w istocie kroplami cieczy
rozproszonymi w nukleoplazmie lub cytoplazmie, powstajagcymi w wyniku separacji
faztypu ciecz-ciecz (ang. liquid-liquid phase separation, LLPS). Niektére z tych
kondensatéw moga jednak wykazywaé wtasciwosci substancji statych typu gel-like
(Brangwynne i wsp. 2015). Kondenstaty s strukturami dynamicznymi, ktére stale
wymieniaja swoje komponenty z otaczajgcym je sSrodowiskiem, czyli cytoplazma
lub nukleoplazma. Ich obecnos$¢ zostata potwierdzona w komodrkach zwierzecych
(Nakagawa i wsp. 2012), roslinnych (Weber i wsp. 2008) oraz bakteryjnych (Jin
i wsp. 2021). Niektére MLO pojawiajg sie jedynie w specyficznych warunkach, takich
jak okreslone stadium rozwoju komorki lub stres (Banani i wsp. 2017). Dzieki zdolnosci
do dynamicznej agregacji i deagregacji, umozliwiaja komérkom adaptacje do stale

zmieniajacych sie warunkéw srodowiskowych.
1.2.1 Separacjafaz ciecz-ciecz (LLPS)

W 2009 roku Tony Hyman i Cliff Brangwynne odkryli, ze P-bodies wykazuja
zachowanie przypominajace ciecz, a ich lokalizacja w komérce wynika z dynamicznych
proceséw rozpuszczania i kondensacji. To odkrycie zasygnalizowato, Zze separacja
faz typu LLPS moze by¢ kluczowym mechanizmem organizacji organelli pozbawionych
bton (Brangwynne i wsp. 2009). W 2012 roku Michael Rosen i jego zespdt odkryli,
ze gdy biatka multiwalentne oddziatuja ze soba to wraz ze wzrostem ich stezenia
obserwuje sie ich szybka przemiane od matych komplekséow do duzych struktur
polimerycznych, a fenomen ten towarzyszy makroskopowemu zjawisku LLPS (Li
i wsp.2012).Najnowsze badania sugeruja, ze LLPS odgrywa istotng role w wielu

procesach biologicznych, takich jak tworzenie granul stresowych (Molliex i wsp. 2015;
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Riback i wsp. 2017), organizacja heterochromatyny (Strom i wsp. 2017; Larson
i wsp. 2017), regulacja transkrypcji, sktadanie kompleksu miRISC (Sheu-Gruttadauria
i wsp. 2018) czy autofagia (Zhangiwsp. 2018; Sun i wsp. 2018).

Dotychczasowe badania sugeruja, ze istniejg dwa rodzaje oddziatywan
multiwalentnych przyczyniajagcych sie do LLPS (Ryc.1l), tj. wewnatrzkomoérkowe
oddziatywania biatko-biatko, biatko-RNA i RNA-RNA oraz stabe, przejSciowe,
multiwalentne oddziatywania miedzy obszarami wewnetrznie nieuporzadkowanymi
biatek tzw. IDRs (ang. intrinsically disordered regions) o niskiej ztozonosci sekwencji
aminokwasowej. W tym oddziatywania m-m, kation-anion, dipol-dipol i m-kation

(Liiwsp.2012; Wang i wsp. 2021).

LLPS mozna zatem opisac jako proces wynikajacy z sit generowanych przez gradienty
elektrochemiczne wewnatrz komoérek. Gradienty te s3 determinowane przez
multiwalentne interakcje, ktdre ksztattuja przestrzenne rozmieszczenie czasteczek
w ,kroplach” takich jak biomolekularne kondensaty (MLO). Jednoczesnie
to rozmieszczenie przestrzenne wptywa na mozliwo$¢ zachodzenia okreslonych

interakcji biochemicznych (Wang i wsp. 2021).
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Ryc. 1 Schemat przedstawiajgcy role kondensatow oraz sity jakie napedzajg zjawisko

LLPS (Wang i wsp. 2021 - zmodyfikowano).

MLO moga funkcjonowal jako: miejsca sktadania duzych komplekséw, miejsca
promujace zachodzenie reakcji biochemicznych, moga réwniez stuzyé sekwestracji
(odizolowaniu) okreslonych biatek w celu zahamowania lub promowania reakgcji
biochemicznych. Niektére z nich stanowia réwniez miejsce przygotowywania
komplekséw rybonukleoproteinowych do transportu. Réznorodnosc¢ petnionych
przez nie funkgcji wynika z ich zréznicowanego sktadu molekularnego, ktory wptywa
na sposdb ich samoorganizacji (Wang i wsp. 2021). W literaturze wyrdznia sie trzy
gtdwne modele mogace wyjasnia¢ proces samoasocjacji biomolekularnych
kondensatow: 1) model losowy, 2) model uporzadkowany oraz 3) model zarodka
(Mao i wsp. 2011). Kazdy z tych modeli opisuje rozne mechanizmy organizacji molekut
w fazie skondensowanej, zalezne od warunkéw wewnatrzkomoérkowych

i specyficznych wtasciwosci biatek oraz innych sktadnikow.
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Przypuszczalne modele samoasocjacji biomolekularnych kondensatow

Model losowy zaktada, ze proces samoasocjacji kondensatoéw wynika z przypadkowych
interakcji miedzy sktadnikami, ktore je tworza. Sktadanie kondensatu jest w duzej
mierze chaotyczne i pozbawione wyraznego, hierarchicznego porzadku (Ryc.2A).
W ramach tego modelu przyjmuje sie, ze wszystkie sktadniki kondensatu sa traktowane
rownorzednie pod wzgledem kolejnosci montazu. Istnieje zatem wiele mozliwych

Sciezek, ktdre moga prowadzi¢ do utworzenia MLO (Mao i wsp. 2011).

Model uporzadkowany, w przeciwienstwie do modelu losowego, zaktada, ze montaz
sktadnikow odbywa sie w Scisle kontrolowanym i sekwencyjnym porzadku (Ryc.2B).
W tym przypadku poszczegélne komponenty rdzniag sie hierarchicznie, co oznacza,
ze do utworzenia kondensatu moze prowadzi¢ tylko jedna lub ograniczona liczba

Sciezek (Mao i wsp. 2011).

Model zarodka opiera sie na dwdch wczesniej przedstawionych modelach, z tg roznica,
ze do zainicjowania tworzenia kondensatu wymagana jest obecnos¢ "zarodka", czyli
pojedynczego sktadnika lub kompleksu sktadnikow (Ryc.2C). Zarodek w tym przypadku
stanowi centrum, ktoére inicjuje proces agregacji poprzez losowe lub hierarchiczne
przytaczanie kolejnych sktadnikow budujacych dany kondensat. Elementami
inicjujgcymi proces zarodkowania MLO moga by¢ zaréwno biatka, jak i specyficzne RNA,

ktére akumuluja sie w danym obszarze (Mao i wsp. 2011).
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Ryc. 2 Schemat przedstawiajgcy hipotetyczne modele samoasocjacji molekularnych

biokondensatow (Mao i wsp. 2011 - zmodyfikowano).

Przedstawione hipotetyczne modele w sposob ogdlny opisujg zasady formowania
sie biomolekularnych kondensatéw. Szczegétowy przebieg procesu samoasocjacji
MLO jest jednak indywidualny i specyficzny dla kazdego typu kondensatéw. W niniejszej
pracy omodwione zostang wyniki badan dotyczace specyficznego rodzaju
biomolekularnych kondensatéw, jakimi sg ciata Cajala (ang. Cajal bodies, CB).
W zwiazku z tym, w dalszej czesci pracy przedstawiona zostanie aktualna wiedza

na temat formowania sie oraz roli tych MLO w komérkach eukariotycznych.
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1.2.2 Ciata Cajala - odkrycie oraz podstawowe komponenty tych kondensatow

Odkrycia ciat Cajala dokonat okoto 120 lat temu hiszpanski neurobiolog Santiago
Ramon y Cajal, ktéry po raz pierwszy zaobserwowat je w komodrkach nerwowych
kregowcow (Cajal 1903). Warto zaznaczy¢, ze w 1906 roku, dzieki temu odkryciu, Cajal
otrzymat Nagrode Nobla za swoje osiggniecia w dziedzinie neurobiologii. Do tej pory
obecnos¢ tego rodzaju biomolekularnych kondensatéw potwierdzono w komorkach
ssakow, ptazéw, owaddéw, drozdzy oraz roslin (Cioce i Lamond 2005). Ciata Cajala
to dynamiczne, sferyczne kondensaty subjadrowe o Srednicy wynoszacej od 0,1 do 6 um
(Nunes i Moretti 2017; Smolinski i Kotowerzo 2012). Liczba oraz rozmiary
CB w komérkach moga réznic sie w zaleznosci od organizmu, typu tkanki oraz etapéw
réznicowania czy rozwoju komorki. Zwykle obserwuje sie ich zwiekszona liczbe
we wczesnych embrionach, a nastepnie ich zmniejszenie w miare rdznicowania

sie komorek (Stanék i Neugebauer 2006).

Gtowne zainteresowanie badaniami tych jadrowych substruktur wzrosto dopiero
w latach 90. XX wieku, kiedy to w pierwszej kolejnosci w komdrkach ludzkich,
anastepnie u innych kregowcéw, zidentyfikowano biatko - koiline (Machyna
i wsp. 2015). Biatko to petni role rusztowania i jest obecnie uwazane za marker ciat
Cajala. Dzieki badaniom przeprowadzonym na mutantach odkryto, ze koilina
jest biatkiem istotnym nie tylko dla formowania sie, ale i utrzymania prawidtowej

struktury ciat Cajala (Stanék i Neugebauer 2006).

Sekwencja aminokwasowa koiliny nie jest silnie konserwowana ewolucyjnie
i identyfikacja genow koiliny u roslin, czy u owaddw tj. Drosophila melanogaster
stanowita duze wyzwanie, cho¢ w tych organizmach potwierdzono obecnosé
CB (Machyna i wsp. 2015). Najwyzsza zgodno$¢ ewolucyjng na poziomie sekwencji
aminokwasowej wykazano w obrebie konca N i C koiliny (Taliansky i wsp. 2023).
Srodkowa cze$é nie jest konserwowana, a u kregowcéw moze zawieraé unikatowe

domeny tj. RG-box (Ryc.3).
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Dodatkowo, wykazano, ze w N-koricowej czesci tego biatka znajduje sie domena
odpowiedzialna za jego samoasocjacje. Poza koiling, istotny wptyw na formowanie ciat
Cajala majg takze procesy zwigzane z synteza, przetwarzaniem, rekrutacja oraz
dojrzewaniem réznych rodzajow RNA, zaréwno w komérkach roslinnych,

jakizwierzecych (Taliansky i wsp. 2023).

Struktura drugorzedowa koiliny w Arabidopsis thaliana sktada sie z trzech gtéwnych
domen: globularnej domeny N-koricowej, silnie nieuporzadkowanej domeny centralnej
oraz domeny C-koncowej, ktéra zawiera motyw podobny do Tudor-like (Ryc.3). Motyw
Tudor w kolinie A.thaliana jest podobny do domeny Tudor w koilinie ludzkiej,
zaangazowanej w wigzanie kwasow nukleinowych i zmodyfikowanych aminokwasow,
co moze byc¢ istotne dla potencjalnej kondensacji CB. U zwierzat domena C-koncowa
odpowiedzialna jest za interakcje z SMN (ang. survival motor neuron protein) oraz
U snRNP (Hebert i Matera 2000; Hebert i wsp. 2001). U ludzi wykazano, ze domena N-
koncowa (1-92 aminokwasy) moze oddziatywaé samoistnie, odgrywajac role w homo-
dimeryzacji i kierowaniu koiliny do ciat Cajala oraz w de novo formowaniu sie tych
struktur. Obszar centralny zawiera dwa sygnaty lokalizacji jadrowej oraz domniemang

sekwencje lokalizacji jaderkowe;j.
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Ryc. 3 Schemat przedstawiajgcy funkcjonalne domeny koiliny oraz partnerow z ktorymi
oddziatuje (dla koiliny zwierzecej oraz roslinnej). Kluczowe cechy strukturalne:
uporzgdkowana domena samo-interakcji i ukierunkowania do ciat Cajala (zielony),
dwucztonowy sygnat lokalizacji jgdrowej (niebieski), RG-box (pomaranczowy), domena
Tudor-like (réZzowy). Czarne linie oznaczajg fragmenty koiliny, ktore biorg udziat
w interakcji z biatkiem/RNA podpisanym powyzej linii. Zéttymi kotami oznaczono miejsca

fosforylacji seryn w koilinie (Taliansky i wsp. 2023).
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Wptyw koiliny i jej molekularnych partneréw na formowanie ciat Cajala

Dotychczasowe badania jednoznacznie wykazuja, ze koilina jest biatkiem istotnym
do tworzenia w petni funkcjonalnych ciat Cajala (CB). Po jej usunieciu obserwuje
sig, ze niektore sktadniki ciat Cajala tworzg alternatywne struktury, zwane ,ciatkami
resztkowymi”, ktore jednak nie zawierajg U snRNP, co wskazuje na kluczowa role

koiliny w zblizaniu wszystkich sktadnikow kondensatu (Stanék 2023).

Wkrotce po odkryciu koiliny pojawito sie przypuszczenie, ze modyfikacje potranslacyjne
maja kluczowy wptyw na zdolnos$¢ koiliny do formowania ciat Cajala. W pierwszej
kolejnosci zidentyfikowano fosforylacje koiliny, obejmujaca kilka treonin (m.in. T122
i T303) oraz seryn (szczegdlnie S271, S489 i S566). Badania na fosfo-mutantach koiliny
potwierdzity zwigzek miedzy konkretnymi miejscami fosforylacji a integralnoscia ciat
Cajala (Broome i wsp. 2013). W tym samym czasie wykazano, ze wiele kinaz biatkowych
oraz fosfataz ma wptyw na integralnosc i liczbe ciat Cajala (Berchtold i wsp. 2018; Jonik-

Nowak i wsp. 2018).

Cho¢ fosforylacja koiliny jest wyraznie kluczowym czynnikiem dla formowania ciat
Cajala, to szczegdty molekularnego mechanizmu odpowiedzialnego za to zjawisko
sg wcigz stabo poznane. Dotychczas nie wykryto modyfikacji w N-koncowej domenie
samoasocjacji, co sugeruje, ze fosforylacja nie reguluje bezposrednio oligomeryzacji
koiliny. Co wiecej, udowodniono, ze fosforylacja niektérych aminokwaséw ogranicza
jej zdolnos¢ do wigzania RNA, co wskazuje, ze interakcja koiliny z RNA jest istotnym
czynnikiem w utrzymaniu integralnosci CB (Broome i wsp. 2013). Istnieje wiele
dowodéw na bezposrednie wigzanie koiliny z RNA, jednak motyw odpowiedzialny
za to wigzanie nie zostat jednoznacznie zidentyfikowany (Makarov i wsp. 2013). Brak
tej wiedzy utrudnia bezposrednie powigzanie poszczegélnych miejsc fosforylacji
zwigzaniem RNA. Model LLPS przewiduje, ze RNA stanowi podstawowy sktadnik
organelli pozbawionych bton. Ciata Cajala zawierajg liczne RNA niekodujace, jednak

znaczenie RNA w montazu CB nie zostato jeszcze bezposrednio zbadane (Stanék 2023).
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Skupiajac sie na C-koncu koiliny, warto jednak podkresli¢ znaczenie fosforylacji S489,
ktéra znajduje sie w ewolucyjnie zachowanej petli. Badania wykazaty, ze mutacja
w obrebie S489 wptywa na interakcje koiliny z kilkoma RNA niekodujacymi, obecnymi
w ciatach Cajala (Broome i wsp. 2013). Jak juz wczesniej wspomniano, C-koncowa
domena odpowiada za interakcje z U snRNP oraz biatkami SMN, ktore,
jak udowodniono, sprzyjaja montazowi CB (Xu i wsp. 2005; Shpargel i wsp. 2003).
Znaczenie snRNA i U snRNP dla utrzymania integralnosci ciat Cajala zostato
potwierdzone poprzez zahamowanie biogenezy snRNA/U snRNP, co prowadzito
do zaburzenia integralnosci struktury CB (Lemm i wsp. 2006). Z tego wzgledu wydaje
sie prawdopodobne, ze fosforylacja w domenie C-koncowej, a szczegdlnie w miejscu

S489, wptywa na interakcje z U snRNP, ktére z kolei regulujg montaz ciat Cajala.

Analizujac powyzsze doniesienia dotyczace samoasocjacji ciat Cajala, mozna zauwazyc,
ze CB nie podlegaja prostemu LLPS. Zrozumienie dziatania koiliny oraz jej roli
w formowaniu CB wymaga dalszych badan. Niemniej jednak, ten wieloczynnikowy
proces tworzenia CB stanowi klucz do efektywnego reagowania tych kondensatéw
na zmiany zachodzace w wewnatrzkomdrkowym metabolizmie wielu niekodujacych
RNA, a jednoczesnie umozliwia integracje sygnatdw ptynacych z réznych szlakéw

sygnalizacyjnych.

Poza koiling rownie istotng role w prawidtowym funkcjonowaniu ciat Cajala odgrywa
oddziatujagce z nig biatko SMN. Biatko to lokalizuje sie zaréwno w cytoplazmie
jakijadrze lecz jego jadrowa lokalizacja dotyczy dwoch typdw kondensatdw: ciat Cajala
oraz tzw. Gems bodies (Matera i Frey 1998), ktdre czesto sg ze sobg potgczone lub blisko
potozone. Jest ono czescia cytoplazmatycznego kompleksu SMN, ktéry ponad to sktada
sie z osmiu biatek: Gemin2-8 oraz Unrip (Panek i wsp. 2023). Badania, ktore analizowaty
znaczenie poszczegdlnych komponentéw kompleksu SMN, ujawnity, ze SMN i Gemin2-4
sg kluczowe dla montazu piercienia biatek Sm na spliceosomalnych U snRNP (Meister
i wsp. 2001; Panek i wsp. 2023). Biatko SMN posiada domene Tudor, ktéra wystepuje
powszechnie wsrdd rdéznych biatek wigzacych rybonukleoproteiny (Ponting 1997)

iw przypadku tego biatka odpowiada za bezposrednig interakcje z biatkami
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Sm (Selenko i wsp. 2001). C-terminalny region SMN jest wymagany dla oligomeryzacji
(Lorson i wsp. 1998), wydajnego wigzania biatek Sm (Charroux i wsp. 1999), oraz
wtasciwej translokacji tego biatka do jadra (Frugier i wsp. 2000). Czynnik
odpowiedzialny za adresowanie biatek SMN do ciat Cajala nie zostat do tej pory opisany.
Jednakze jak juz wspominano obecnie wiadomo, ze biatko koilina jest niezbedne
do rekrutacji SMN i biatek Sm do CB. Badania przeprowadzone przez Tucker i zespot
wykazaty, ze celowe usuniecie 487 aminokwasoéw C-konca koiliny prowadzi
do powstania resztkowych ciat Cajala, ktdre nie zawierajg SMN i U snRNP, lecz zawieraja

epitopy jaderkowe Nopp140i fibrilaryne (Tucker i wsp. 2001).

Wyniki badan przeprowadzonych przez Lemm i zespot wskazuja na istotng role
trwajacej biogenezy U snRNP w zachowaniu integralnosci ciat Cajala. Badanie
to polegato m.in. na ocenie lokalizacji koiliny oraz U snRNP w komodrkach
pozbawionych enzymu TGS1 (enzym przeprowadzajacy hipermetylacje czapeczki
5'snRNA), SMN lub PHAX (adapter eksportu snRNA z jadra do cytoplazmy). Wykazano,
ze obnizenie poziomu ktéregokolwiek z tych trzech biatek za pomocg interferujacego
RNA zaktéca dojrzewanie U snRNP uniemozliwiajac ich powrdt do jadra. Co istotne,
w przypadku braku enzymu TGS1, biatek SMN lub PHAX, koilina ulega rozproszeniu
w nukleoplazmie, tworzac liczne mate ogniska. Wynika z tego, ze integralnos¢ ciat

Cajala scisle zalezy od przebiegu biogenezy U snRNP (Lemm i wsp.2006).

Choc¢ koilina jest uwazana za biatko markerowe ciat Cajala to do tej pory nadal nie udato
sie zidentyfikowac ,statego” sktadnika ciat Cajala. Wszystkie biatka obecne na terenie
CB stale wymieniajg sie z nukleoplazma, choc¢ tempo tego procesu jest bardzo
zréznicowane. Zbadano, ze koilina oraz SMN pozostajg w CB dtuzej niz inne biatka
(Deryusheva i Gall 2004). Z kolei przygladajac sie ruchom czasteczek RNP w jadrze
komorkowym mozna je uznac za przypadkowe (Molenaar i wsp. 2004). Z tego wzgledu
zaktada sie, ze ruch U snRNP w jadrze jest gtdwnie napedzany przez dyfuzje. Natomiast,
gdy U snRNP trafig do CB, to wowczas zostajg tam zatrzymane poprzez interakcje

z biatkami obecnymi w CB.
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Kompleks SMN, ktory jest niezbedny dla dojrzewania U snRNP w cytoplazmie, jest
rowniez istotny dla importu U snRNP do jadra komérkowego (Narayanan i wsp. 2002,
2004). Biatko SMN bezposrednio oddziatuje z koiling, co moze stanowié sygnat kierujacy
dla nowo zaimportowanych U snRNP (Hebert i wsp. 2001). Ponadto, koilina wiaze biatka
Sm (Xu i wsp. 2005) i najprawdopodobniej zatrzymuje U snRNP w CB, poniewaz komorki
pozbawione funkcjonalnej koiliny nie gromadza U snRNP w ciatach jadrowych, mimo
ze SMN nadal koncentruje sie w gems bodies w przypadku braku koiliny. Te obserwacje
sg zgodne z modelem, w ktérym SMN ,przekazuje” nowo zaimportowane U snRNP

do koiliny w ciatach Cajala (Tucker i wsp. 2001).

Co ciekawe U6 snRNP, ktory nie zawiera biatek Sm, réwniez jest obecny w CB komorek
ssakow. Zamiast tego, U6 snRNP jest kierowany do CB przez domene HAT SART3
(Stanék i wsp. 2003). Jedynym znanym partnerem wigzacym sie z domeng HAT SART3
jest hPrp3, ale jego rola w kierowaniu snRNP U6 lub U4 nie zostata jeszcze zbadana

(Medenbach i wsp. 2004).

1.2.3 Funkcje ciat Cajala

Ciata Cajala to jedne z najbardziej intensywnie badanych molekularnych
kondensatoéw, ktore s3 zaangazowane w wiele zréznicowanych proceséw
biochemicznych. Dotychczas opisano ich role m.in. w biogenezie oraz sktadaniu
UsnRNP, funkcjonalnych podjednostek spliceosomalnych, w tym tri-kompleksu
U4/U5*U6 snRNP (Stanék 2017; Stanék i wsp. 2008) dojrzewaniu snoRNA (ang. small
nucleolar RNA)(Machyna i wsp. 2014), utrzymaniu dtugosci telomeréw (Venteicher
i Artandi 2009) oraz jadrowej retencji transkryptow (Naro i wsp. 2017; Rudzka
i wsp. 2022). Cze$¢ z poznanych funkcji zostata potwierdzona jedynie w komorkach
roslinnych, co moze sugerowad, ze s one specyficzne dla CB wystepujacych u tych
organizméw. Dotyczy to roli CB w sktadaniu komplekséw siRNP, jak rowniez
odpowiedzi roslin na stres biotyczny (szkodniki i patogeny) (Kim i wsp. 2007) oraz
abiotyczny (np. ekstremalne temperatury, metale ciezkie, susza, wysokie zasolenie
iinne) (Gorka i wsp. 2022). Z uwagi na kierunek moich badan, pragne zwrdcic

szczegblng uwage na role ciat Cajala w biogenezie oraz sktadaniu U snRNP.
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1.2.3.1 Udziat ciat Cajala w biogenezie i sktadniu U snRNP

Splicingowe mate jadrowe rybonukleoproteiny (snRNP), to kompleks matych
jadrowych RNA bogatych w urydyne (U snRNA) oraz biatek. Wyrdznia sie pie klas
UsnRNA - U1, U2, U4, U5, U6 - z ktorych kazda taczy sie z unikatowymi dla siebie
biatkami oraz z pierscieniem biatek Sm, ktory wystepuje w kazdym U snRNP poza
U6 snRNP (tu pierscien biatek Sm zastapiony jest pierscieniem zbudowanym z biatek
LSm - like Sm)(Wahl i wsp. 2009). snRNA s3 syntetyzowane przez polimeraze
RNA Il (wyjatkiem jest U6 snRNP, ktérego synteze przeprowadza polimeraza RNA IlI).
Ten sam enzym odpowiada za transkrypcje genéw kodujacych biatka, a u roslin takze
wielu innych niekodujacych RNA. Polimeraza RNA Il sktada sie z wielu podjednostek,
z ktorych niektére sg specyficzne tylko dla roslin (Hajheidari i wsp. 2013). Jednym
z kluczowych elementéw funkcjonowania tego enzymu jest domena CTD (ang. C-
terminal domain), ktéra znajduje sie w obrebie podjednostki RPB1 (ang.
RNA polymerase Il subunit B1) polimerazy. U ro$lin domena ta sktada sie m.in.
z 15 konsensusowych powtdrzen Tyrl-Ser2-Pro3-Thr4-Ser5-Pro6-Ser7, przy czym czesé
tych reszt ulega fosforylacji w odpowiednich momentach transkrypcji (Hajheidari
iwsp.2013). Zmiana stopnia fosforylacji poszczegdlnych aminokwaséw w obrebie
domeny CTD ma kluczowe znaczenie dla etapdw procesu transkrypcji (Egloff i Murphy
2008). W przypadku syntezy snRNA fosforylacja w pozycji seryny 7 przez kinaze zalezng

od cykliny 7 inicjuje transkrypcje, a tym samym ekspresje genow snRNA.

Podobnie jak w przypadku mRNA transkrybowanych przez polimeraze RNA I,
kapowanie konca 5' oraz ciecie konca 3' snRNA (U1, U2, U4, U5) odbywa sie w sposdb
kotranaskrypcyjny. Proces terminacji transkrypcji tych czasteczek wymaga jednak
dziatania duzego kompleksu wielobiatkowego - kompleksu Integrator, ktory,
jak sie uwaza, uczestniczy w endonukleolitycznym cieciu i poliadenylacji pre-snRNA,
dziatajac w potaczeniu z sekwencjg 3' box, bedaca specyficznym sygnatem obrébki
SnRNA (Chen i Wagner 2010). N7-metyloguanozynowa czapeczka (m”7G) obecna
nakoncu 5' nowo syntetyzowanych pre-snRNA jest w pierwszej kolejnosci
rozpoznawana przez kompleks wigzacy kap (CBC), po czym dochodzi do przytaczenia

ufosforylowanego adaptera eksportowego PHAX. W nukleoplazmie receptor
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eksportowy CRM1 (ang. chromosome region maintenance 1) oraz GTPaza RAN wigza
siez PHAX, co umozliwia transport czasteczek pre-snRNA do cytoplazmy przez

kompleks poru jadrowego (Ohtani 2018).

Co istotne, wyniki badan sugeruja, ze pre-snRNA po transkrypcji lokalizujg
sie przejsSciowo w ciatach Cajala jeszcze zanim zostang przetransportowane
do cytoplazmy; wykazano réwniez, ze po wstrzyknieciu pre-snRNA do jadra dochodzi
doich czasowej akumulacji w CB (Suzuki i wsp. 2010). Ponadto, w ciatach Cajala
akumuluja sie takze biatka PHAX i CRM1, co wspiera hipoteze, ze CB odgrywaja istotna

role w formowaniu kompleksu eksportowego pre-snRNA (Ohtani 2018).

Po dotarciu do cytoplazmy czynniki eksportowe oddysocjowujg od snRNA, a dotaczaja
biatka SMN i Gemin, tworzace kompleks SMN-Gemis, ktdry sktada sie z biatka SMN oraz
siedmiu biatek Gemin (Gemin 2-8). Kompleks SMN-Gemis posredniczy w przytaczaniu
heptametrycznego pierscienia biatek Sm (Sm D1, D2, D3, E, F i G) do miejsca Sm (Sm-
site) w obrebie snRNA. Proces ten wspomagany jest przez biatka dimetylazy
Sm (PRMT5) (Lanfranco i wsp. 2017). Kompleks SMN-Gemis koordynuje réwniez
hipermetylacje czapeczki 5' snRNA, ktdéra jest przeprowadzana przez enzym TGS1,
odpowiedzialny za synteze trimetyloguanozyny. Dodatkowo uczestniczy on w dalszym

cytoplazmatycznym przycinaniu konca 3' snRNA (Lanfranco i wsp. 2017).
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Ryc. 4 Biogeneza U snRNP. Po transkrypcji pre-snRNA sq kierowane do ciat Cajala, gdzie
sktadany jest kompleks eksportowy (CBC, PHAX, CRM1), umoZliwiajgcy ich eksport
do cytoplazmy. W cytoplazmie czynniki eksportowe oddysocjowujq, a kompleks SMN-
Gemins posredniczy w sktadaniu pierscienia Sm, ktory wigze sie w obrebie miejsca
Sm na snRNA. Kompleks SMN-Gemins uczestniczy rowniez w hipermetylacji korca
5'snRNA (tworzenie czapeczki m3G) oraz w przycinaniu konca 3'. Czapeczka m3G jest
rozpoznawana przez SPN (snurportin), ktory rekrutuje importyne-B, inicjujgc transport
zwrotny U snRNP do jgdra. W jgdrze, bezposrednio po reimportowaniu, kompleks
SMN oddysocjowuje od U snRNP. U snRNP akumulujq sie w ciatach Cajala, gdzie przy
udziale scaRNA przeprowadzane sq dalsze modyfikacje oraz wigzanie biatek
specyficznych dla poszczegolnych U snRNP. Ciata Cajala sqg rowniez miejscem de novo
sktadania i ponownego sktadania tri-snRNPs U4-U6/U5, co umoZliwia ich udziat

w procesie splicingu (Taliansky i wsp. 2023, zmodyfikowano).

Hipermetylowana czapeczka 2,2,7-trimetyloguanozyny (m3G) jest rozpoznawana przez
snurportyne (SPN), ktdra dziata jako adapter importowy, rekrutujgc receptor importu -
importyne-f3. Po zwigzaniu z receptorem, U snRNP s3 transportowane z powrotem
dojadra przez kompleksy poréw jadrowych. W nukleoplazmie dochodzi do szybkiego

oddysocjowania kompleksu SMN od U snRNP, ktére nastepnie sa kierowane do ciat
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Cajala, gdzie przechodza konicowe etapy dojrzewania (Ohtani 2018). Proces
dojrzewania obejmuje metylacje i pseudourydylacje snRNA, ktdre sa katalizowane przez
scaRNP - kompleksy matych RNA specyficznych dla ciat Cajala scaRNA (ang. small Cajal
body-specific RNA) oraz biatka enzymatyczne, takie jak metylotransferazy i syntazy
pseudourydyny (Bohnsack i Sloan 2018). Pseudourydylacja to proces izomeryzacji
urydyny do pseudourydyny, ktdry polega na rozerwaniu wigzania N-glikozydowego,
obrocie zasady 0 180° i utworzeniu wigzania C-C-glikozydowego (Ryc.5). 2’-O-metylacja
polega na metylacji grupy hydroksylowej 2'-rybozy dowolnego rybonukleozydu (Ryc.5).

Obie modyfikacje w niewielkim stopniu zmieniajg wtasciwosci biofizyczne RNA (Meier

2017).
A Uridine (V) Pseudouridine (W)
(0] (0]
| H HNJJ\NH
180°x g
QJ N’J\O k*'c 0
HO HO
o) : W-synthase 0}
e '
2’-0O-methyltransferase
OH OH OH OCH3
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Ryc. 5 Schemat przedstawiajgcy reakcje pseudourydylacji (czerwony) i 2’-O-metylacji
(zielony). Nalezy zauwazyc, ze choc przedstawiono je na tym samym nukleozydzie,

sq to niezalezne reakcje modyfikacji (Meier 2017).

Warto tu dodac, ze ciata Cajala petnia rowniez istotna role w sktadaniu funkcjonalnych
jednostek spliceosomu, w tym kompleksu U4/U5*U6 snRNP (Stanék 2017). Niemniej
jednak, pomimo ich zaangazowania w kluczowe procesy, takie jak dojrzewanie U snRNP
czy sktadanie tri-snRNP, brak tych molekularnych kondensatéw nie wydaje sie wptywac
na zywotno$¢ komorek zwierzecych (Liu i wsp. 2009) ani roslinnych (Mufioz-Diaz i Sdez-
Vasquez 2022). Prawdopodobnie mozliwe jest to dzieki temu, ze wiele procesow

zachodzacych w CB moze by¢ alternatywnie realizowanych w nukleoplazmie
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w ich nieobecnosci. Nie zmienia to jednak faktu, ze ciata Cajala funkcjonuja jako
,mikroreaktory” pozwalajgce na intensyfikacje przeprowadzanych wewnatrz nich
proceséw. Mozliwe jest to dzieki lokalnemu gromadzeniu, organizacji i czesciowemu
odseparowanie enzymow i substratow zaangazowanych w okreslone reakcje
biochemiczne (Taliansky i wsp. 2023). Co ciekawe, cho¢ CB mogg by¢ zbedne
dla przezywalnosci wiekszosci komorek, istnieja przypadki, w ktorych ich brak prowadzi
do $mierci komoérkowej, na przyktad w komoérkach embrionalnych myszy (Walker
i wsp. 2009) oraz w komdrkach danio pregowanego (Strzelecka i wsp. 2010). Te wyjatki
sugeruja, ze w specyficznych kontekstach fizjologicznych CB mogg odgrywac krytyczna

role w funkcjonowaniu komaorki.

1.2.3.2 Przypuszczalna rola CB w biogenezie oraz akumulacji matych RNA

Inng  klasa matych RNA wystepujacych w ciatach Cajala s3 wspominane
juz snoRNA i scaRNA, ktore kierujg chemicznymi modyfikacjami innych RNA, gtéwnie

rRNA, tRNA i snRNA (Machyna i wsp. 2013).

snoRNA wystepuja u wszystkich eukariontéw i s3 najlepiej znane ze swojej roli
w biogenezie rybosomoéw. Istniejg dwie gtéwne klasy tych matych jaderkowych RNA,
ktdre rozniag sie motywami sekwencji, strukturg, biatkami, z ktdérymi wchodza
w interakcje, a co za tym idzie, rodzajem modyfikacji chemicznych, ktére katalizuja.
snoRNA z ramka C/D maja zwykle od 70 do 130 nukleotydéw. Charakteryzuja
sie obecnoscig motywoéw C (RUGAUGA) i D (CUGA), ktére znajdujg sie odpowiednio
blisko konca 5' i 3' czasteczki, gdzie wchodza w niekanoniczne oddziatywania zasad
tworzac strukture typu ,kink-turn” (Ryc.6A). Enzymatycznym sktadnikiem kompleksu
rybonukleoproteinowego snoRNA C/D (snoRNP) jest fibrillaryna (metylotransferaza),
ktéra katalizuje 2'-O-metylacje rybozy w czasteczce docelowej. Dodatkowe motywy
C'iD’', o tych samych sekwencjach konsensusowych co motywy C i D, ale czesto mniej

zachowane, znajduja sie w Srodkowej czesci czasteczki (Bergeron i wsp. 2021).

W przeciwienstwie do snoRNA C/D, snoRNA z ramka H/ACA sa dtuzsze (zwykle miedzy
110 a 145 nukleotydow) i sktadajg sie z dwdch struktur spinki do wtoséw oddzielonych

zawiasem lub motywem H box (ANANNA, gdzie N to dowolny nukleotyd), zakoriczonych
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motywem ACA box znajdujacym sie 3 nukleotydy od konca 3' czasteczki (Ryc.6B).
SnoRNA H/ACA wchodza w interakcje z czterema konserwatywnymi biatkami,
w tym dyskering (transferaza pseudourydynowa), ktéra katalizuje modyfikacje
czasteczki docelowej. Regiony antysensowe snoRNA H/ACA, ktére wykazuja
komplementarnos¢ do celu podzielone sg na dwie czesci i znajdujg sie w petlach
w strukturze szpinek do wtosow, precyzyjnie okreslajac urydyne do pseudourydylacji

(Bergeron i wsp. 2021).

Box H Box ACA

Ryc. 6 Schematyczne przedstawienie struktury dwéch gtéwnych klas snoRNA. A: Box
C/D snoRNA: Charakteryzujq sie obecnoscig sekwencji C i D znajdujgcych sie odpowiednio
w poblizu koncow 5’ i 3’ czgsteczki. Sekwencje te wchodzg w niekanoniczne interakcje
zasad, tworzgc strukture typu kink-turn”. Dodatkowe sekwencje C'i D' mogq wystepowac
w Srodkowej czesci czgsteczki. Region antysensowny, zwany takze regionem
przewodnikowym, ktory tgczy sie z czgsteczkq docelowq poprzez parowanie zasad
i wskazuje reszte modyfikowang przez metylacje (Me), znajduje sie bezposrednio powyzej
sekwencji D' i/lub D. B: Box H/ACA snoRNA: Sktadajq sie z dwdch struktur typu szpilki
do wtosow, ktore sqg oddzielone sekwencjg H (gdzie N oznacza dowolny nukleotyd),
a konczq sie sekwencjg ACA, znajdujgcq sie 3 nukleotydy przed koricem 3' czqgsteczki.
Regiony przewodnikowe, ktére okreslajg pozycje w czgsteczce docelowej podlegajgcg
pseudourydylacji (¥), znajdujg sie w wypukleniach w obrebie struktur typu szpinki

do wtosow (Bergeron i wsp. 2021).
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Wiekszos¢ snoRNA lokalizuje sie oraz petni swojg funkcje w obrebie jaderka. Istnieje
jednak wspomniana juz podklasa snoRNA nazywana scaRNA, ktore lokalizuja
sie w ciatach Cajala, gdzie odpowiadajg przede wszystkim za modyfikacje chemiczne

SnRNA, co jest kluczowe dla ich prawidtowego dojrzewania (Meier 2017).

scaRNA wystepujace w duzej ilosci w ciatach Cajala zawieraja jeden lub oba motywy
C/D, H/ACA. Chemiczne modyfikacje snRNA bioracych udziat w procesie splicingu, maja
miejsce podczas ostatnich etapoéw ich dojrzewania, ktére zachodzg w obrebie
CB. Modyfikacje te dotyczg obszaréow snRNA istotnych dla interakcji z pre-mRNA, innymi
snRNA lub biatkami spliceosomu. Oddziatywania z réznorodnymi komponentami
prowadza z kolei do produkcji w petni funkcjonalnych U snRNP, takich jak U2, U4/U6
i U4/U6-U5, ktore nastepnie uwalniane sa z ciat Cajala do nukleoplazmy, aby spetniaé
swoja funkcje w procesie splicingu. Podjednostki niektorych ~ wymienionych
komplekséw ulegaja oddysocjowaniu podczas procesu splicingu i moga byé ponownie
kierowane do CB w celu ich regeneracji (recykling U snRNP). Poniewaz zaréwno
snoRNA, jak i scaRNA oraz zwigzane z nimi biatka wspotwystepuja w ciatach Cajala,
sugeruje sie, ze kondensaty te mogg odgrywac istotng role w dojrzewaniu tego typu

RNP (Love i wsp. 2017).

1.2.3.3 Rola w biogenezie siRNA oraz miRNA

W réznych organizmach eukariotycznych mikroRNA (miRNA) i mate interferujgce
RNA (siRNA) reguluja kluczowe procesy, takie jak inaktywacja mRNA, obrona
przeciwwirusowa, modyfikacja chromatyny oraz wyciszanie transpozonodw.
Z przeprowadzonych badan wynika, ze w komdrkach roslinnych, zlokalizowane
w poblizu jaderka ciata Cajala sa miejscami biogenezy siRNA i miRNA (Pontes i Pikaard
2008).
siRNA i miRNA to RNA o dtugosci ~20-25 nukleotyddw, zaangazowane w wyciszanie
homologicznych gendw lub ich transkryptow. miRNA zazwyczaj inaktywuja mRNA
istotne dla rozwoju, hamujac ich translacje lub powodujac ich ciecie i degradacje.
Podobnie jak miRNA, siRNA moga celowaé w homologiczne mRNA, prowadzac do ich

ciecia i degradacji (Valencia-Sanchez i wsp. 2006). Jednak siRNA mogg rowniez
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powodowac wyciszanie transkrypcyjne homologicznych sekwencji DNA (Grewal i Elgin
2007). U roslin, a prawdopodobnie takze u ssakdw, proces ten obejmuje mechanizm
znany jako metylacja DNA kierowana przez RNA (RNA-directed DNA methylation)
(Huettel i wsp. 2007).

W badaniach przeprowadzonych przez Logan i zespot wykazano, ze ciata Cajala moga
taczy¢ sie z grupg gendw miRNA C19MC, co sugeruje ich role w biogenezie miRNA
uzwierzat. Maszyneria zaangazowana w tworzenie miRNA obejmuje kompleks
Drosha/DGCRS8, ktory przetwarza pierwotne miRNA do prekursorowego miRNA.
Nastepnie przetwarzanie prekursorowego miRNA przez Dicer i inne komponenty
prowadzi do powstania dojrzatego miRNA. Aby sprawdzi¢, czy ciata Cajala wptywaja
na ekspresje i dojrzewanie miRNA, zbadano dwa reprezentatywne miRNA (miR-520h
i let-7a) w warunkach zaburzonego funkcjonowanie CB. Dysfunkcja ciat powodowana
byta zmniejszeniem poziomu biatek koiliny, SMN, TDP-43 (biatko wigzace RNA, ktdre
kieruje niektore scaRNA do CB) lub WRAP53 (biatko odgrywajace role w formowaniu
scaRNP i telomerazy). Co istotne, zmiany w poziomach miRNA byty rézne w zaleznosci
od tego, ktdre biatko wystepowato w zmniejszonej ilosci. Zburzenie funkcji ciat wigzato
sie ze zmianami w poziomie pierwotnego i dojrzatego miRNA. Wyniki tych badan zdaja

sie potwierdzac role ciat Cajala w regulacji ekspresji miRNA (Logan i wsp. 2020).

Badania przeprowadzone przez Li i zespot wskazuja na to, ze centra przetwarzania
SiRNA (identyfikowane poprzez lokalizacje DCL3/AGO4) odpowiadaja ciatom Cajala
(Liiwsp. 2006). Biatko DCL3 odpowiada za generowanie siRNA o dtugosci 24. SiRNA
powstajg bowiem z dwuniciowego RNA (dsRNA), ktore DCL3 rozcina na mniejsze
24 nt fragment (Taochy i wsp. 2019), z kolei biatko AGO4 jest integralng czescia
kompleksu RISC, ktory taczy sie z siRNA generowanymi przez DCL3. Po zwigzaniu AGO4
z siRNA, kieruje on procesem wyciszania komplementarnych sekwencji DNA.
Oba te biatka odgrywaja istotng role w biogenezie funkcjonalnych siRNA u roslin

(Taochy iwsp. 2019).
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Hipoteza dotyczaca tego, ze to ciata Cajala sg centrami przetwarzania siRNA zostata
przetestowana za pomoca przeciwciat rozpoznajgcych kilka markeréw ciat Cajala,
w tym czapeczke TMG obecng 5' koricu U snRNA, biatko SmD3 oraz biatko U2B", ktére
taczy sie z U2 snRNA. Wszystkie trzy markery lokalizowaty sie wspdlnie z AGO4
w jaderkowym centrum przetwarzania siRNA. Uzyskane wyniki wskazywaty zatem,
ze centrami przetwarzania siRNA s3 ciata Cajala, znajdujace sie na obszarach
peryferyjnych jaderka badz tez ciata znajdujace sie w nukleoplazmie, ale bedace
w bezposrednim sgsiedztwie tego kondensatu (Li i wsp. 2006; Li i wsp. 2008).

Co interesujace zespo6t Fujioka badajac lokalizacje biatka DCL1 (roSlinny enzym
odpowiedzialny za podwdjne ciecie pre-miRNA co prowadzi do powstania dojrzatego
miRNA), ktorego obecno$é wykazano na peryferiach jaderek u A.thaliana, poczatkowo
uznat, ze biatko to jest niezwigzane z CB ze wzgledu na to, ze nie kolokalizowato
ze strukturami zawierajacymi w koiline. Niemniej jednak struktury wzbogacone o DCL1
kolokalizowaty z biatkami SmB i SmD3 snRN, co sugerowato, ze jadra Arabidopsis
zawieraja ciata Cajala, ktore nie posiadaja koiliny jak réwniez ciata, ktdre jg zawierajag

(Fujioka i wsp. 2007).

To interesujace obserwacje, ktére moga wskazywac na to, ze cho¢ koilina jest niezwykle
istotna dla prawidtowego formowania sie ciat Cajala to mozliwe, ze po ich utworzeniu
nie ma ona duzego wptywu na utrzymanie integralnosci istniejgcych kondensatéw.
Co wiecej, jak twierdza Pontes i Pikaard, wydaje sie wysoce prawdopodobne, ze istnieje
wiele rodzajow ciat Cajala, biorgc pod uwage ich réznorodne funkcje oraz rdznice
w zawartosci poszczegdlnych komponentow (Pontes i Pikaard 2008). Takie podejscie
sugerowatoby potrzebe wprowadzenia doktadniejszej nomenklatury, ktéra
pozwalataby na rozréznienie poszczegdlnych typdw ciat Cajala. Aby méc potwierdzié
stusznosc powyzszych hipotez wymagane jest jednak przeprowadzenie dalszych badan,
ktore szczegétowo zbadajg sktad molekularny, dynamike oraz specyficzne funkcje
roznych typow ciat Cajala w kontekscie réznych komoérek oraz warunkéw

fizjologicznych.
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1.2.3.4 Udziat ciat Cajala w utrzymaniu dtugosci telomerow

Enzymem odpowiedzialnym za wydtuzanie telomerdw, czyli powtarzalnych
sekwencji DNA znajdujacych sie na koncach chromosomoéw jest telomeraza. Jest
to kompleks rybonukleoproteinowy, ktéry doktadnie odpowiada za synteze
szeScionukleotydowych powtérzen na koncach telomeréw. Dzieki utrzymaniu
odpowiedniej dtugosci tych struktur wspiera ona potencjat proliferacyjny komérek
macierzystych, progenitorowych, a takze nowotworowych. Telomeraza sktada sie z RNA
telomerazy (TERC) - petnigcej role matrycy, na podstawie ktdrej enzym syntetyzuje
powtorzenia telomerowe, odwrotnej transkryptazy telomerazy (TERT) - jest to biatkowa
cze$¢ enzymu o aktywnosci odwrotnej transkryptazy, ktora katalizuje dodawanie
nukleotydéw na koncach chromosoméw, a takze biatek pomocniczych. Do biatek
pomocniczych zaliczy¢ mozna dyskerine, ktéra wigze TERC i stabilizuje caty kompleks
oraz inne biatka regulatorowe takie jak np. TCAB1, ktére wspomaga akumulacje
telomerazy w ciatach Cajala (Venteicher i Artandi 2009). TERC to scaRNA, zawierajace
zarowno sekwencje H/ACA box jak i CAB box. Przypuszcza sie, ze ciata Cajala moga
byc¢ zaangazowane w modyfikacje TERC, sktadanie podjednostek telomerazy oraz
dostarczenie telomerazy do telomeréw podczas fazy S cyklu komorkowego.
Nie wiadomo jednak obecnie czy zaangazowanie ciat Cajala w powyzsze procesy
dotyczy jedynie komérek zwierzecych czy moze podobne procesy maja miejsce rowniez

w komaérkach roslinnych.

U ludzi lokalizacja telomerazy w ciatach Cajala jest kluczowa dla utrzymania dtugosci
telomeréw. Wykazano, ze mutacja punktowa w motywie CAB w RNA telomerazy
lub zahamowanie ekspresji TCAB1 wptywaja na zmiane lokalizacji TERC i nieefektywna
synteze telomerdéw przez telomeraze. Na chwile obecng nie znana jest odpowiedz

na pytanie: co doktadnie ciata Cajala wnosza dla funkcji telomerazy?

Jedna z hipotez jest to, ze stanowig one po prostu magazyn dla innych, nieodkrytych
jeszcze czynnikow telomerazy. Alternatywna hipoteza zaktada z kolei, ze ciata Cajala
dziatajg jak centra dystrybucji: po ztozeniu enzymu telomeraza moze

by¢ transportowana do telomeréw wtasnie z udziatem tych struktur. Biatko TCAB1
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moze petni¢ funkcje molekularnego tacznika, ktory wigze telomeraze z telomerami.
Dotychczas przeprowadzone badania mikroskopowe wykazaty, ze ciata Cajala
kontaktuja sie z wybranym zestawem telomerdw, dostarczajagc do nich TERC,
szczegblnie w fazie S cyklu komoérkowego. W tym modelu TCAB1 odpowiadatoby
za wspieranie transportu lub zatrzymanie telomerazy w ciatach Cajala (Jady i wsp. 2006;

Tomlinson i wsp. 2006).
1.2.3.5 Udziat CB w odpowiedzi na stres abiotyczny oraz biotyczny

Jak opisano dotychczas ciata Cajala maja rowniez istotny udziat w odpowiedzi
na stres zarowno abiotyczny jak i biotyczny. Czynnikami indukujgcymi stres abiotyczny
moga by¢ ekstremalne temperatury, metale ciezkie, deficyt lub nadmiar wody, szok
osmotyczny, wysokie zasolenie czy promieniowanie ultrafioletowe. Z kolei stres
biotyczny wywotuja szkodniki oraz patogeny. Komorki szybko reaguja na stres na rozne
sposoby, zmieniajac swdj metabolizm, aby aktywowal szlaki przezycia
lub zapoczatkowa¢ mechanizmy Smierci komoérkowej w wyniku apoptozy, ktére
ostatecznie eliminuja uszkodzone komorki. Stres czesto prowadzi réwniez
do zahamowania kluczowych proceséw jadrowych takich jak replikacja DNA
czy transkrypcja, a takze powoduje reorganizacje struktury i architektury jadra (Boulon

i wsp. 2010).

Obecnie wiadomo, ze regulacja odpowiedzi na rézne stresy abiotyczne u roslin jest
ztozona i wielowatkowa oraz ze w regulacji tej bierze udziat wiele roslinnych
hormonow, takich jak kwas salicylowy (SA) czy etylen (Bita i Gerats 2013). Wiele badan
wskazuje jednak réwniez na istotng role ciat Cajala w regulacji tolerancji na stres
abiotyczny. W badaniach przeprowadzonych przez Goérke oraz zespot odkryto,
ze u mutantéw A.thalina pozbawionych ciat Cajala (nbc-1), dochodzi do zmniejszenia
tolerancji na hipoksje ( niedobér tlenu) w poréwnaniu do roslin typu dzikiego (Gérka
i wsp. 2022). Ponad to w komoérkach mutanta dochodzito do zaburzen w biogenezie
etylenu, ktéry odgrywa istotng role w regulowaniu odpowiedzi na stres hipoks;ji.
Zahamowanie produkcji etylenu, mogtoby¢ spowodowane obnizeniem poziomu
transkrypcji gendw zaangazowanych w biosynteze etylenu (jako efekt braku CB).

Co dalej skutkowato opdznionym przejsciem na oddychanie beztlenowe komorek,
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skutkujac zmniejszong tolerancjg na stres hipoksji (Gérka i wsp. 2022). Dane

te wskazuja na istotny udziat CB w regulacji tolerancji na stres abiotyczny.

Z drugiej strony, w niektérych systemach, koilina lub CB moga dziata¢ jako negatywne
regulatory tolerancji na stresy abiotyczne. W badaniach przeprowadzonych przez Love
i zespot liscie transgenicznych oraz nietransgenicznych roslin tytoniu, w ktérych
zablokowano ekspresje koiliny, traktowano zwiekszonymi stezeniami soli (NaCl).
Ekspozycja komoérek roslinnych na wysokie stezenie soli moze wywotaé szok
osmotyczny, zaburzenia réwnowagi jonowej komdrek oraz stres oksydacyjny, ktére
objawiaja sie zwiekszong produkcja H,0,, akumulacjg markeréw programowanej
$mierci komdrkowej (PCD), wyptywem cytochromu ¢ do cytoplazmy oraz wybieleniem
lisci (Love i wsp. 2017). W nietransgenicznych lisciach s6l spowodowata ich wybielenie
a nastepnie obumieranie, natomiast w lisciach transgenicznych, pozbawionych koiliny,
zaobserwowano lepszg zywotno$¢ (ograniczone wybielenie) oraz mniejszg akumulacje
H,0,. Dane te sugeruja, ze ttumienie ekspresji genu kodujacego koiline moze zwiekszaé
tolerancje na sol (Love i wsp. 2017). Szlaki sygnalizacyjne stresu w roslinach obejmuja
ztozone procesy, a ciata Cajala lub koilina wydaja sie by¢ wczesniej nierozpoznanym
gtdwnym graczem w tych szlakach. Zatem oprécz swojej podstawowej roli
w metabolizmie RNA i biogenezie RNP, CB moga petni¢ dodatkowe funkcje w roslinnej
odpowiedziach na stres, jednak doktadne mechanizmy lezace u podstaw tych zjawisk

pozostajg niejasne.

Badania dotyczace roslinnego wirusa mozaiki orzechdéw ziemnych (ang. Groundnut
rosette virus, GRV) wykazaty, ze wytwarzane przez ten wirus biatko ORF3 trafia do ciat
Cajala i promuje ich reorganizacje. Cho¢ mechanizm ten nie zostat jeszcze w petni
wyjasniony, to przypuszcza sie, ze ORF3 przechwytuje i zmienia istniejace Sciezki
transportu i dystrybucji ciat Cajala, modyfikujac ich funkcje i forme. Proces
ten obejmuje m.in. redystrybucje kluczowych komponentéw ciat Cajala, takich
jak koilina, fibrillaryna i U2B", poprzez modulowanie fosforylacji koiliny lub interakcji
sktadnikow ciat Cajala z innymi elementami jaderkowymi. ORF3 ostatecznie
przemieszcza sie z jadra do cytoplazmy, transportujac fibrillaryne do cytoplazmy, gdzie

normalnie nie wystepuje. Fibrillaryna prawdopodobnie uczestniczy w tworzeniu
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filamentowych RNP w cytoplazmie, co umozliwia systemowy transport wirusa na duze

odlegtosci (Ryabov i wsp. 2003).

Aby lepiej zrozumied role ciat Cajala w szlakach infekcyjnych wiruséw roslinnych, Shaw
i zespot przeprowadzili knockdown koiliny w roslinach tytoniu (Nicotiana). Stwierdzono,
ze zmniejszenie poziomu koiliny moze réznicowac odpowiedzi roslin na rézne taksony
wiruséw. Na przyktad, obnizenie poziomu koiliny zwiekszato akumulacje wirusa
smugowatosci jeczmienia (BSMV) oraz wirusa ztotej mozaiki pomidora (TGMV),
co mogto jednoczesnie sprzyjac ich rozprzestrzenianiu sie (Shaw i wsp.2014). Wyniki
te wskazuja na to, ze koilina/ciata Cajla odgrywaja istotna role w regulacji patogenezy
wiruséw roslinnych, cho¢ doktadne mechanizmy tych proceséw wymagaja dalszych

badan.

Jedna z potencjalnych funkgji koiliny moze by¢ bezposrednia interakcja z biatkami
wirusowymi, jak wykazano w przypadku biatek wirusa poa semilatent, ktory jest blisko
spokrewniony z wirusem (BSMV). Dane te sugeruja, ze koilina (i CB) moze petni¢ nowe
funkcje, ktore sa albo wykorzystywane przez wirusy roslinne dla ich wtasnych korzysci,
albo zaangazowane w obronne reakcje antywirusowe roslin (Semashko i wsp. 2012).
Wynik infekcji wirusowej jest wypadkowag wyscigu miedzy obrong gospodarza
areplikacja i rozprzestrzenianiem sie wirusa. Funkcje koiliny czy samych ciat Cajala

moga wptywad na jedna lub druga strone tego wyscigu.

1.3  Regulacja ekspresji genow kodujacych biatka w komorkach eukariotycznych

Genom komoérki zawiera w swojej sekwencji DNA informacje niezbedne
do syntezy tysiecy réznych biatek i czasteczek RNA. Mimo to komoérki wyrazajg jedynie
Scisle okreslony dla siebie zestaw gendow, co umozliwia powstawanie réznych typow
komorek w organizmach wielokomérkowych. Ponad to ekspresja gendéw w komédrkach
moze zmieniac sie w odpowiedzi na sygnaty pochodzace ze Srodowiska zewnetrznego,
w tym bodzce od innych komdrek. Wielopoziomowa regulacja ekspresji gendw jest
kluczowa dla prawidtowego funkcjonowania i roznicowania sie komoérek. Moze
ona zachodzi¢ na réznych etapach drogi od genu do biatka, przy czym za kluczowy etap

uznaje sie inicjacje transkrypcji RNA. To wtasnie w tym momencie podejmowana jest
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decyzja o tym, czy dany gen ma ulegac ekspresji. Regulacja na pdzniejszych etapach,
takich jak dojrzewanie RNA, jego transport, translacja czy modyfikacje potranslacyjne,
petni gtéwnie funkcje modulujaca poziom ekspresji. Prawidtowa regulacja wszystkich
etapdow, od transkrypcji az do uzyskania funkcjonalnego biatka, jest fundamentalna

dla utrzymania homeostazy, a takze specjalizacji komorek.

nieaktywne
retencja mRNA
transkryptéw na

= /.

m—) pre-mRNA —)m-’m retencja mRNA

\ na terenie MLO

biatko
aktywne

7
biatko
nieaktywne

Ryc. 7 Schematyczne przedstawienie 7 gtéwnych etapow regulacji ekspresji genow

nieaktywne
mRNA

u eukariontow. A - retencja w obrebie jgdrowych kondensatow. B- retencja w obrebie

cytoplazmatycznych kondensatow.

1.3.1 Wtaczanie lub wytaczanie ekspresji genu - czyli regulacja zachodzenia

procesu transkrypcji

Pierwszym etapem ekspresji genu podlegajacym regulacji jest jego transkrypcja.
Aby dany gen ulegat ekspresji musi by¢é on przede wszystkim dostepny dla catej
maszynerii niezbednej dla przeprowadzenia procesu transkrypcji. Ogoélne czynniki
transkrypcyjne eukariontéw i polimeraza RNA nie s3g w stanie samodzielnie zwigzac
sie z promotorem zwigzanym z nukleosomem. W zwigzku z tym, oprdcz kierowania
sktadaniem maszynerii transkrypcyjnej na promotorze, aktywatory transkrypcji
wspomagaja transkrypcje poprzez inicjowanie zmian w strukturze chromatyny

w obrebie promotoréw, co sprawia, ze sekwencje te staja sie bardziej dostepne.
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Do najwazniejszych sposobdow lokalnych zmian w chromatynie zalicza sie kowalencyjne
modyfikacje histonéw, remodelowanie nukleosoméw, usuwanie nukleosoméw oraz
wymiane histondw. Aktywatory transkrypcji wykorzystujg wszystkie te mechanizmy:
przyciagaja one koaktywatory, ktére obejmuja enzymy modyfikujace histony,
kompleksy remodelujace chromatyne zalezne od ATP oraz chaperony histonowe,
z ktoérych kazdy moze zmieniaé strukture chromatyny (Mansisidor i Risca 2022). Czesto
jest tak, ze to bezposrednie chemiczne modyfikacje DNA przyczyniajg sie do modyfikacji
w obrebie histonéw, co wptywa na zmiane stopnia kondensacji chromatyny.
Na przyktad metylacja DNA indukuje deacetylacje histondw przez enzymy HDAC,
co ostatecznie prowadzi do kondensacji chromatyny i represji gendéw (Gallinari
i wsp. 2007). Te lokalne zmiany w strukturze chromatyny zapewniajg wiekszy dostep
do DNA, utatwiajac tym samym montaz ogdlnych czynnikéw transkrypcyjnych
na promotorze (Turner 2014). Poza zmiang dostepnosci genu dla maszynerii
transkrypcyjnej, bardzo istotny wptyw na inicjacje procesu transkrypcji maja takze:
obecnos$¢ biatek regulatorowych (wspomniane juz aktywatory oraz represory
transkrypcji), odlegtos¢ sekwencji genu od sekwencji wzmacniajacych, dostepnosé
czynnikdw transkrypcyjnych w tym elementéw kompleksu TREX czy samej polimerazy
RNA Il. W kontekscie odlegtosci sekwencji wzmacniajacych od promotoréw gendw
warto zaznaczy¢, ze poczatkowe zatozenia dotyczace tego, iz wymagany jest
bezposredni kontakt odlegtych wzmacniaczy z docelowym promotorem ostatecznie
okazaty sie niestuszne. Préby zmierzenia odlegtosci miedzy aktywnymi wzmacniaczami
a ich docelowymi promotorami przeprowadzone przez Alexander i zespdt sugeruja
wystepowanie zaskakujaco duzych odlegtosci, rzedu kilku setek nm. Wyniki badan
przeprowadzonych przez ten zespdt wskazuja na to, ze bliskos¢ jest niezbedna,
aby odlegty wzmacniacz aktywowat swdj gen docelowy. Jednak bliskos¢ nie oznacza

ich bezposredniego kontaktu (Alexander i wsp. 2019).
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1.3.2 Ko-transkrypcyjna regulacja ekspresji genow

Po zainicjowaniu procesu transkrypcji, rozpoczyna sie etap elongacji, ktory
rowniez moze podlega¢ modulacji. Badania dotyczace elongacji transkrypcji ujawnity
istnienie kilku rodzin czynnikéw elongacyjnych, ktére regulujg aktywnosc polimerazy
Il zarobwno pozytywnie, jak i negatywnie. Pozytywna regulacja elongacji opiera
sie na zmianie stopnia fosforylacji domeny CTD w obrebie polimerazy Il. P-TEFb jest
najlepiej scharakteryzowanym pozytywnym czynnikiem elongacyjnym, ktéry posiada
aktywnos$¢ kinazy biatkowej. Utatwia on przejscie od wczesnej do poznej, produktywnej
fazy elongacji, poprzez zmiane stopnia fosforylacji domeny CDT w obrebie pol Il RNA
(Price 2000). Obecnie zidentyfikowano i scharakteryzowano réwniez dwa negatywne
czynniki elongacji transkrypcyjnej DSIF oraz NELF. Jak wykazano czynniki
te wspotdziatajg ze soba i wigza sie bezposrednio z polimerazg RNA Il powodujac
jej pauzowanie, co skutkuje zahamowaniem elongacji transkrypcji, a wiec rowniez

ekspresji docelowego genu (Yamaguchi i wsp. 1999).

Tuz po inicjacji procesu transkrypcji koniec 5° nowopowstatego transkryptu podlega
unikalnej ko-transkrypcyjnej modyfikacji polegajacej na dodaniu do niego metylowanej
czapeczki guanozyny. Czapeczka mRNA blokuje degradacje mediowana przez
egzonukleazy 5'-3' oraz rekrutuje specyficzne czynniki odpowiedzialne za dojrzewanie
RNA, jego eksport i translacje. Usuniecie czapeczki inicjuje z kolei degradacje mRNA.
Efektywno$¢  zachodzenia  procesow  zwigzanych z  modyfikacja konca
5’ nowopowstatych transkryptow bedzie miata zatem bezposredni wptyw na regulacje
poziomu ekspresji danego genu (Galloway i Cowling 2019). Podobne jest w przypadku
proceséw zwigzanych z dojrzewaniem konca 3’ transkryptow, ktére obejmuje 2 gtéwne
etapy: ciecie endonukleolityczne w obrebie 3’ konca oraz dodawanie ogona poli(A).
Efektywnos$¢ wigzania komplekséw biatkowych z okreslonymi elementami na koncu
3' pre-mRNA bedzie wptywata na specyficznos¢ i efektywnos¢ przetwarzania koncow
3'"a co za tym idzie na ostateczny poziom funkcjonalnych, dojrzatych i zdolnych
do eksportu na teren cytoplazmy czasteczek mRNA. Warto podkresli¢, ze regulacja

poziomu ekspresji genéw powodowana wspomnianymi mechanizmami nie jest
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ukierunkowana na $cisle okreslone geny. Oznacza to, ze mechanizmy te wptywaja

w réwnym stopniu na ekspresje wszystkich aktywnych gendw na ktére oddziatuja.

Z uwagi na mechanizm regulacji ekspresji genéw jaki obserwowany jest w badanym
modelu, szczegdlng uwage pragne jednak zwrdcic na proces, ktory zachodzi pomiedzy
dojrzewaniem konca 5’ a konca 3> mRNA. Mowa tutaj o ko-transprypcyjnym wycinaniu

sekwencji niekodujacych w obrebie syntetyzowanych mRNA.

1.3.3 Proces splicingu oraz dostepnos¢ czynnikéw splicingowych jako kolejny

etap regulacji ekspresji genow

Geny bakteryjne sktadaja sie zazwyczaj z ciggtej sekwencji kodujacego DNA, ktéra
jest bezposrednio transkrybowana na mRNA. W przeciwienstwie do gendw
eukariotyczne, ktore podzielone sg na fragmenty sekwencji kodujacych (eskony), ktére
przeplatane sg znacznie dtuzszymi sekwencjami niekodujacymi (introny). W rezultacie,
cze$¢ kodujaca genu eukariotycznego czesto stanowi jedynie niewielka czes$é dtugosci
catego genu. Zaréwno sekwencje intronowe, jak i eksonowe sa transkrybowane
na RNA. Sekwencje intronowe s3 jednak ostatecznie wusuwane z nowo
zsyntetyzowanego pre-mRNA w procesie ko-transkrypcyjnego splicingu. Dojrzatym
mRNA nazywane jest takie RNA, ktérego konce 5’ oraz 3° poddano odpowiedniej
obrébce a sekwencje intronowe zostaty usuniete w procesie splicingu. Prawidtowe
rozpoznawanie i usuwanie introndw przez maszynerie splicingowa stanowi istotny oraz

niezmienny etap ekspresji genow u wszystkich eukariontow.

Wstepne rozpoznanie miejsc splicingowych nastepuje poprzez wigzanie Ul snRNP
z 5" miejscem splicingowym (5' ss) oraz interakcje czynnika splicingowego 1 (SF1,
znanego rowniez jako biatko wigzace punkt rozgatezienia u ssakdéw, mBBP) oraz
czynnika pomocniczego U2 (U2AF) z punktem rozgatezienia i szlakiem
polipirymidynowym (Ryc.8). Nastepnie U2 snRNP wypiera SF1 i wigze sie bezposrednio
z punktem rozgatezienia, tworzac tzw. kompleks pre-spliceosomalny, nazywany
kompleksem A (Yan i wsp. 2019; Fica 2020). Kolejnym krokiem jest dotaczenie U4/U6/U5
tri-snRNP do pozostatych U snRNP, co prowadzi do powstania duzego i ztozonego pre-

kataliatycznego kompleksu spliceosomalnego, okreslanego jako kompleks B. Po serii
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reorganizacji i wymiany biatek oraz usunieciu Uli U4 snRNP, aktywny spliceosom (B*)
gotowy jest do przeprowadzenia pierwszej reakcji transestryfikacji w procesie splicingu.
Powstaty kompleks C katalizuje drugi etap splicingu, prowadzac do wyciecia intronu
w formie petli (lariat) i potaczenia ze sobg eksondw (Yan i wsp. 2019). Oprécz
rdzeniowych czynnikéw splicingowych, dodatkowe biatka wigzace RNA (RBPs)
moduluja rozpoznawanie eksondw i intronéw, wzmacniajac lub wyciszajac splicing

w zaleznosci od kontekstu sekwencji, z ktorg sa zwigzane (Fu i Ares 2014).

Intron lariat
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5"-exon Intron  3’-exon
Ui us U2~ = clojrzate mRNA
U2AF W
SF1 TR =
U1
E kompleks —ER . (Us' NTC
Prp5-ATP uz2
Sub2/UAP56-ATP Demontaz us, U2 P kompleks
(kompleks
A kompleks ~ B .
(pre-splice%som} — Y 2= Sktadanie 2 etap E post-splicingowy)
U? puz C* kompleks
* ) T (U8 _F° (Il etap katalityczne]
pre-B kompleks u IrSHEHE splicingu mc aktywacji
= spliceosomu)
— P\ PrmEAIP/PSr:JuT?B
Gy Aktywacja
B kompleks - . U6 U2 mmm Ckompleks
(prse-ﬁgégggsrq%zny > (T o &q;c (I etap katalitycznej
P aktywacji spliceosomu)
Brr2-ATP 1etap Yis2
NTC Snu114-GTP Cwe2s
NTR us” U2 us Uz B* k
Spp2 W — ompleks
B2 kompleks -, ‘:TC (katalitycznie aktywowany spliceosom)
(aktywowany spliceosom) Prp2-ATP R

Ryc. 8 Cykl splicingu pre-mRNA oraz gtéwne elementy spliceosomu. Kazdy cykl obejmuje
trzy fazy: sktadanie i aktywacje spliceosomu (Zotta oraz czerwona czes¢ diagramu),
przeprowadzenie reakcji  splicingu (fioletowa czes¢ diagramu) oraz demontaz
spliceosomu (niebieska czes¢ diagramu). Kompleks pre-B reprezentuje pierwszy w petni
ztozony spliceosom, w ktérym obecne sq wszystkie pie¢ U snRNP i 5’ SS jest nadal
rozpoznawane przez U1 snRNP. Oprocz kompleksu pre-B, ztoZzony spliceosom wystepuje
w siedmiu réznigcych sie sktadem stanach: B, Bact, Bx, C, Cx, P oraz spliceosomie z petlg
intronu (ang. intron lariat spliceosome, ILS). Jednokierunkowa konwersja kazdego z tych
sgsiednich  kompleksow spliceosomowych do nastepnego jest napedzana przez
konserwowane ATP-azy/helicazy; Brr2 (B-do-Bact), Prp2 (Bact-do-B#), Prpl6 (C-do-C»

i Prp22 (P-do-ILS). Czynniki splicingowe Cwc25 i Yju2 utatwiajq reakcje tworzenia petli,
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podczas, gdy Prpl8 i Slu7 wspomagajq ligacje eksonow. Na koniec cyklu demontaz
kompleksu ILS jest przeprowadzany przez ATP-aze/helicaze Prp43 (Yan i wsp. 2019 -

zmodyfikowano).

Badania polegajace na sekwencjonowaniu nowo powstajagcego RNA pozwolity
na oszacowanie, ze ko-transkrypcyjny splicing w ludzkich komoérkach wystepuje
z czestoscig 74-85% i jest zjawiskiem szeroko rozpowszechnionym (Neugebauer 2019).
Najnowsze badania wykazaty, ze splicing jest przeprowadzany niemal natychmiastowo
po ukonczonej syntezie intronéw u drozdzy (Oesterreich i wsp. 2016), podczas
gdy doktadny czas tego procesu w organizmach ssakdéw jest nadal przedmiotem
dyskusji. Poniewaz szybkos$¢ transkrypcji moze modulowad splicing, prawdopodobne
jest, ze w wiekszosci przypadkow spliccosom montuje sie wkrdtce po transkrypgji
introndw, podczas gdy usuniecie intronbw moze nastgpi¢ natychmiast
lub w pdzniejszym czasie, w zaleznosci od sity miejsca splicingowego czy sasiadujacych
sekwencji cis-regulatorowych. Wiele faktéw wskazuje na to, ze splicing pre-mRNA
nie jest zdarzeniem izolowanym i jest $ciSle powigzany z transkrypcyjnym oraz
epigenetycznym Srodowiskiem danego genu. Ostateczny wybor miejsca splicingu

bedzie zatem zalezat od skoordynowanej aktywnosci wielu czynnikéw (Yan i wsp. 2019)

1.3.4 Alternatywny splicing (AS) jako narzedzie stuzace regulacji syntezy

alternatywnych izoform mRNA

Nieciggta struktura eksonowo-intronowa gendw eukariotycznych umozliwia
powstawanie alternatywnych izoform mRNA. W tym procesie eksony pre-mRNA moga
by¢ sktadane w rozny sposob, na przyktad poprzez pomijanie jednego lub kilku
eksonéw albo wykorzystanie alternatywnych miejsc splicingu (Lee i Rio 2015).
Alternatywne warianty splicingu jednego genu moga kodowac rézne izoformy biatek,
ktore w skrajnych przypadkach moga nawet petni¢ przeciwstawne funkcje (Schwerk
i Schulze-Osthoff 2005). Wystepowanie alternatywnego splicingu otwiera kolejny
poziom dla regulacji genéw i odpowiada za niezwykta réznorodnosé transkryptomu
i proteomu u metazoa (Nilsen i Graveley 2010). Sposrod wszystkich ludzkich gendw

ponad 90% podlega alternatywnemu splicingowi (Wang i wsp. 2008). Jest
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onregulowany przede wszystkim przez interakcje biatek wigzacych RNA oraz
czynnikow splicingowych z sekwencjami w pre-mRNA, jak rowniez przez parowanie

zasad miedzy komplementarnymi sekwencjami RNA (Lee i Rio 2015).

Wyrdznia sie pie¢ gtownych zdarzen AS : pominiecie eksonu, alternatywne miejsce
splicingowe 3', alternatywne miejsce splicingowe 5', wzajemnie wykluczajace
sie eksony i retencje introndw (ang. intron retention, IR) (Ryc.9). Retencja introndw jest
najstabiej poznang formag AS w komdrkach ssakéw. W wiekszosci przypadkdéw dojrzate
izoformy mRNA, w ktérych introny zostaty catkowicie usuniete, sg eksportowane z jadra
do cytoplazmy w celu translacji (Cuenca-Bono i wsp. 2011; Majewska i wsp. 2021;
Rudzka i wsp. 2022). Poniewaz introny czesto zawierajg przedwczesne kodony
terminacji (PTC), izoformy z zachowanymi intronami (ang. intron retention isoforms, IRI)
sg czesto szybko degradowane przez mechanizm NMD, ktdry jest aktywowany przez
PTC (Ge i Porse 2013). IRl moga by¢ zatrzymywane w jadrze lub cytoplazmie i podlegaé
dalszemu splicingowi w odpowiedzi na okreslone bodzce lub stres (post-transkrypcyjny
splicing) (Naro i wsp. 2017). IRl moga réwniez unika¢ mechanizmu NMD (Lykke-
Andersen i Jensen 2015) i by¢ ttumaczone na izoformy biatkowe, ktdre czesto sg krétsze

niz biatko powstajace na bazie dojrzatego mRNA (Ottens i Gehring 2016).
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Pominiecie eksonu —_ -

Alternatywne miejsce
splicingowe 3'

Alternatywne miejsce
splicingowe 5'

Wzajemnie wykluczajace _| [
sie eksony
Retencja intronu — -

:]Eksony konstytutywne[: D Eksony AS

Ryc. 9 Pie¢ gtownych zdarzen alternatywnego splicingu. W kazdym przypadku jedna
alternatywna Sciezka splicingu jest oznaczona na zielono, a druga na czerwono.
W ostatnim przyktadzie alternatywna Sciezka polega na braku splicingu. W przypadku
ztozonych pre-mRNA, wiecej niz jedna z tych form alternatywnego splicingu moze
dotyczyé roéznych obszaréw transkryptu, a dodatkowe izoformy mRNA mogqg
by¢ generowane poprzez uzycie alternatywnych promotoréw lub miejsc poliadenylacji

(Cartegni i wsp. 2002).

W przypadku roslin, mechanizmy regulujace alternatywny splicing réwniez sa w duzej
mierze nieznane, jednak liczne doniesienia wskazuja na kluczowg role biatek
SR w sktadaniu spliceosomu i regulowanym splicingu (Reddy 2007). Ustalono takze,
ze najczesciej wystepujacym typem alternatywnego splicingu u roslin jest wtasnie
retencja intronu — moze ona stanowi¢ nawet 41% przypadkdéw AS (Barbazuk
i wsp. 2008). Najnowsze badania sugeruja, ze alternatywny splicing u roslin jest

istotnym mechanizmem regulacyjnym na poziomie potranskrypcyjnym, wptywajacym
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na ekspresje gendw, a ostatecznie na prawidtowy rozwdj oraz funkcjonowanie roslin

(Reddy 2007).

1.3.5 Regulacja poziomu ekspresji genu na etapie post-transkrypcyjnym

Po zakonczonej transkrypcji cze$¢ transkryptow np. tych wadliwych
czy posiadajacych retencyjne introny podlega jadrowej degradacji lub akumulacji
naterenie jadrowych MLO, o czym juz wspominano. Wiekszos¢ dojrzatych oraz
funkcjonalnych komplekséw mRNP jest eksportowanych z jadra na teren cytoplazmy
po to by ostatecznie ulec translacji (Singh i wsp. 2015). Eksport odbywa sie dzieki
dziataniu specyficznych receptoréw eksportu mRNA, ktore posrednicza w interakcjach
zkompleksem poru jadrowego (Natalizio i Wente 2013). Po dotarciu do cytoplazmy
mRNA moze obra¢ rézne drogi: (1) jego sekwencja nukleotydowa moze zostaé
przettumaczona na sekwencje aminokwasowa kodowanego biatka, (2) moze ulegaé
akumulacji oraz przechowaniu w ciatach cytoplazmatycznych (odroczenie w czasie
procesu translacji) lub (3) moze by¢ skierowany na droge degradacji (Schoenberg
i Maquat 2012; Buxbaum i wsp.2015). Wszystkie te etapy moga podlegaé regulacji przez

co maja fundamentalne znaczenie dla ekspresji genow.

Ze wzgledu na specyfike badanego modelu w kolejnym podrozdziale szczegdlna uwaga
poswiecona zostanie jednak dotychczasowym doniesieniom na temat roli

molekularnych kondensatéw w regulacji ekspresji genow.

1.3.6 Udziat ciat Cajala w regulacji ekspresji genow poprzez jadrowa retencje

transkryptow w komoérkach roslinnych

Badania przeprowadzone na mikrosporocytach modrzewia europejskiego
ujawnity istnienie nowej, nie opisanej do tej pory, roli ciat Cajala w komdrkach
roslinnych. Dotyczy ona regulacji ekspresji gendw poprzez retencje transkryptow
na terenie jadra. Zjawisko to obserwuje sie w komoérkach linii generatywnej podczas
fazy diplotenu w pierwszego podziatu mejotycznego, ktéra trwa w tym przypadku okoto
pieciu miesiecy. Diploten, ktory u tego gatunku trwa okoto pieciu miesiecy, to okres
intensywnego wzrostu mikrosporocytow, zwigzany z synteza i akumulacjg réznych

RNA oraz biatek. W tym dtugim okresie mikrosporocyty zwiekszaja swoja objetosé

47



ponad trzykrotnie. Komorki, w ktorych zaobserwowano zachodzenie tego zjawiska,
charakteryzujg sie dodatkowo nietypowym wzorcem aktywnosci transkrypcyjnej.
Obserwuje sie w nich wystepowanie pulséw aktywnosci transkrypcyjnej, ktére korelujg
z cyklami zwiekszonych pozioméw poli(A)RNA (Kotowerzo-Lubnau i wsp. 2015).
Zbadano, ze kolokalizacja jadrowych poli(A)RNA z nowo powstatymi transkryptami jest
stosunkowo niska w Srodkowym diplotenie (21% catkowitej puli poli(A)RNA)
co sugeruje wystepowanie jadrowej retencji poli(A)RNA w tym okresie. Obserwowana
globalna retencja transkryptéw wiaze sie z ich akumulacjg na terenie nukleoplazmy
oraz ciat Cajala, przy czym CB petnig funkcje przedziatu jadrowego, w ktorym
poli(A)RNA, zatrzymywane sg przez dtuzszy czas (rzedu kilku dni) (Kotowerzo-Lubnau
iwsp. 2015; Rudzka i wsp. 2022). CB wydajg sie zatem odgrywal istotna role
w jadrowym zatrzymywaniu mRNA oraz w podzniejszym eksporcie tych transkryptow
do cytoplazmy. Dodatkowo szczegétowa analiza metabolizmu poli(A)RNA wykazata
wystepowanie charakterystycznych zmian w ich rozmieszczeniu co pozwolito

na wyrdznienie pieciu stadiow cyklu syntezy i eksportu poli(A)RNA (Ryc.10)(Rudzka

i wsp.2022).
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Ryc. 10 Stadia cyklu syntezy i eksportu poli(A)RNA. Poliadenylowane transkrypty
sq zlokalizowane niemal wytgcznie w jgdrze komdérkowym (zaréwno w nukleoplazmie,
jaki w ciatach Cajala) podczas stadium 1, w ktérym zachodzi transkrypcja. W stadium

2i3 poli(A)RNA jest transportowane do cytoplazmy; w pierwszym z nich nadal wystepuje
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w duzych ilosciach w jgdrze, natomiast w kolejnym wigkszos¢ jest juz eksportowana.
Stadia 4 i 5 charakteryzujqg sie niskim poziomem poli(A)RNA w nukleoplazmie i wysokim
poziomem w cytoplazmie, a w stadium 5 nie wystepuje juz poliadenylowane
RNA w ciatach Cajala. CB — ciato Cajala (ang. Cajal body), Nu — jgderko (ang. nucleolus).

(Majewska i wsp. 2021 - zmieniono).

Do tej pory ustalono rowniez, ze transkrypty podlegajace akumulacji w CB to mRNA
kodujace biatka. Ws$réd nich znajdujg sie transkrypty gendéw metabolizmu
podstawowego tj. m.in. kodujace metylotransferaze pektynowa, syntaze ATP, katalaze,
peroksydaze i a-tubuline. Oprocz nich zlokalizowalizowano réwniez mRNA kodujace
biatka powszechnie wystepujace w CB, takie jak biatka Sm: SmD1, SmD2 i SmE, a takze
mRNA kodujace podjednostki polimerazy RNA Il: RPB2 i RPB10 (Smolinski i Kotowerzo
2012; Rudzka i wsp. 2022).

Badania dotyczace stopnia dojrzatosci retencyjnych mRNA przeprowadzone do tej pory
wykazaty, ze transkrypty kodujace biatka Sm sg zatrzymywane w jadrze
mikrosporocytéow w formie niedojrzatej (Rudzka i wsp. 2022). W przypadku pre-mRNA
SmD1, sktadajacego sie z trzech eksonéw i dwdch introndw, wykryto silne sygnaty
w nukleoplazmie, jak réwniez w CB, dla form pre-mRNA posiadajacych niewyciety
intron 1 oraz intron 2 (Rudzka i wsp. 2022). Natomiast w przypadku pre-mRNA
kodujacego biatka SmD2 i SmG, na ktdre sktadajg sie po cztery eksony i trzy introny,
w kazdym z nich jeden intron okazat sie by¢ retencyjnym (Rudzka i wsp. 2022).
Pozostate introny analizowanych transkryptéw najprawdopodobniej wycinane sa ko-
transkrypcyjnie. Ustalono zatem, ze transkrypty zawierajace retencyjne introny ulegaja
akumulacji na terenie jadra w obrebie nukleoplazmy oraz CB. Co wiecej jest wysoce
prawdopodobne, ze to wtasnie obecnos¢ ,niewycietych” sekwencji intronowych
decyduje o retencji takich transkryptéow i ich akumulacji na terenie ciat Cajala (Rudzka

i wsp. 2022).

Powyzsze doniesienia potwierdzono dodatkowymi analizami tj. poprzez absolutng
kwantyfikacje transkryptow SmG przy uzyciu RT-qPCR. Przeprowadzona analiza
ilosciowa wykazata, ze liczba kopii niedojrzatej formy mRNA w stadium 1 nieznacznie

wzrasta, co moze wskazywaé na trwajaca synteze nowych mRNA. W pdzniejszych
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stadiach liczba kopii tego RNA stopniowo malata. Dane te sg zatem zgodne z wynikami

uzyskanymi w badaniach in situ (Rudzka i wsp. 2022).

Ponad to przeprowadzona analiza dystrybucji dojrzatej formy mRNA SmG podczas
pojedynczego cyklu syntezy i eksportu poli(A)RNA wykazata, ze forma ta nie ulega
akumulacji na terenie CB (Rudzka i wsp. 2022). Obecnos¢ w petni dojrzatych
transkryptow na terenie nukleoplazmy zaobserwowano juz w stadium
1. W pdzniejszych stadiach wykryto obecnos$é dojrzatych mRNA zaréwno na terenie
jadra jak i cytoplazmy. W stadium drugim obserwowano ich obecnos$¢ w jadrze oraz
cytoplazmie, a nastepnie gwattowny spadek intensywnosci fluorescencji w jadrze
na korzy$¢ sygnatu cytoplazmatycznego. Na tej podstawie wysunieto nastepujaca
hipoteze: wycinanie retencyjnych introndw ma miejsce najprawdopodobniej
natychmiast po uwolnieniu transkryptoéw z ciat Cajala i tuz przed ich eksportem
do cytoplazmy. Wyniki te zostaty dodatkowo potwierdzone poprzez absolutna

kwantyfikacje qPCR (Rudzka i wsp. 2022).

Powyzsze doniesienia wskazuja na to, ze ciata Cajala oraz nukleoplazma sa miejscami
akumulacji niedojrzatych form transkryptéw tj. takich ktére posiadaja niewyciete
sekwencje intronowe. Prawdopodobnie to wtasnie obecnos¢ ,,niewycietych” sekwencji
intronowych decyduje o retencji transkryptéw i ich akumulacji na terenie ciat Cajala.
Doktadny mechanizm odpowiedzialny za skierowywanie pre-mRNA do CB nie zostat
na chwile obecng poznany. Wykazano jednak, ze transkrypty posiadajace retencyjne
introny podlegaja ostatecznie dalszym etapom dojrzewania, w wyniku czego powstaja

funkcjonalne mRNA eksportowane na teren cytoplazmy.
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2. CEL PRACY

Regulacja ekspresji genéw w komodrkach eukariotycznych jest procesem
wieloetapowym i wielopoziomowym. Intuicyjnie mogtoby sie wydawad, ze decyzja
oinicjacji transkrypcji genu powinna skutkowac synteza odpowiadajacego mu biatka
w mozliwie najkrotszym czasie. Jednakze obserwacja istnienia licznych mechanizméw
post-transkrypcyjnej kontroli ekspresji gendw wskazuje, ze kazdy etap na drodze
odgenu do biatka podlega Scistej regulacji. Pozwala to komdrce precyzyjnie
dostosowa¢ moment, ilos¢ i miejsce syntezy biatka do aktualnych potrzeb

fizjologicznych.

Jednym z intensywnie badanych w ostatnich latach mechanizmoéw jest jadrowa
retencja mRNA. Pomimo szerokiego poznania tego zjawiska w komorkach zwierzecych,
jego rola u roslin wcigz pozostaje stabo scharakteryzowana. Wstepne obserwacje
mikroskopowe przeprowadzone przez nasz zespot w mikrosporocytach modrzewia
europejskiego (Larix decidua Mill.) ujawnity - obok wczesniej opisanej pulsacyjnej
aktywnosci transkrypcyjnej - zjawisko globalnej retencji poli(A)RNA. Co istotne, proces
ten jest powigzany z ciatami Cajala (ang.Cajal bodies, CB), co stanowi pierwszy opis
zaangazowania tych domen w jadrowa retencje RNA u roslin. Ponadto, wstepne analizy
bioinformatyczne sugeruja, ze transkrypty gromadzone w CB czesto charakteryzuja
sie obecnoscig jednej lub wiecej niewycietych sekwencji intronowych, co wskazuje
naretencje intronéw jako potencjalny kluczowy mechanizm lezacy u podstaw

zaobserwowanego zjawiska.

Celem niniejszej pracy byto zidentyfikowanie transkryptéow charakteryzujacych
sieretencjg introndw oraz zbadanie sktadu molekularnego ciat Cajala
na poszczegblnych etapach cyklu syntezy i eksportu poli(A)RNA. Wysunieto hipoteze,
ze CB stanowig kluczowy przedziat jadrowy bezposrednio zaangazowany w mechanizm
obserwowane] globalnej retencji poli(A)RNA. W celu realizacji postawionych celow,

zaplanowano nastepujace zadania badawcze:

1. Przeprowadzenie kompleksowej analizy transkryptomu mikrosporocytow Larix

decidua Mill. w celu identyfikacji transkryptow wykazujacych retencje intronéw
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oraz opracowanie dedykowanej bazy danych gromadzacej szczegbtowe

informacje o zidentyfikowanych transkryptach.

2. Weryfikacja oraz walidacja wynikdéw analizy bioinformatycznej za pomoca
fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ (FISH) w celu potwierdzenia obecnosci

i okreslenia przestrzennej lokalizacji wyselekcjonowanych transkryptow.

3. Analiza dynamiki sktadu molekularnego ciat Cajala zaangazowanych w retencje
introndw,  przeprowadzona z  wykorzystaniem  immunofluorescencji,

na poszczegblnych etapach cyklu syntezy i eksportu poli(A)RNA.
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3. MATERIALY
3.1 Materiatbadawczy

Materiat badawczy stanowity mikrosporocyty modrzewia europejskiego (Larix
decidua Mill.) podczas diplotenu profazy | podziatu mejotycznego. Gatunek
ten charakteryzuje sie niezwykle dtugim przebiegiem mejozy, trwajacym okoto szesciu
miesiecy, z profazg | rozpoczynajaca sie w pazdzierniku i konczaca na przetomie lutego
imarca. W warunkach naturalnych mikrosporocyty = wykazujag wysoki stopien
synchronizacji rozwojowej, co umozliwia uzyskanie duzej i jednorodnej populacji
komoérek w réznych fazach mejozy. Utatwia to znaczaco badanie procesow
zachodzacych w tych komérkach. Mikrosporocyty modrzewia majg stosunkowo cienkie
Sciany komodrkowe, co utatwia pozyskanie protoplastow do badan in situ.
Charakteryzuja sie rowniez duzym rozmiarem (okoto 70 um), co pozwala na doktadna
obserwacje mikroskopowa poszczegdélnych subkompartymentéw komoérkowych oraz

mikrodomen jadrowych i cytoplazmatycznych.

Badania prowadzone w Katedrze Biologii Komoérkowej i Molekularnej UMK wykazaty,
ze mikrosporocyty modrzewia wyrdzniaja sie naturalnymi fluktuacjami metabolizmu
dotyczacymi m.in aktywnosci transkrypcyjnej (Kotowerzo-Lubnau i wsp. 2015),
poziomu syntezy rRNA (Smolinski i wsp. 2007), oraz przestrzennej lokalizacji elementéw
maszynerii splicingowej (Smolinski i wsp. 2011). Co wiecej, w komérkach tych w sposéb
naturalny dochodzi do nastepujacych po sobie cykli formowania i zanikania struktur
zaangazowanych w metabolizm RNA, takich jak jadrowe ciata Cajala, oraz

cytoplazmatyczne ciata bogate w U snRNP (Smolifski i wsp. 2011; Hyjek i wsp. 2015).

Dzieki tym cechom mikrosporocyty Larix decidua stanowia doskonaty model badawczy,
pozwalajacy na obserwacje poszczegdlnych etapéw metabolizmu rybonukleoprotein

oraz biatek w warunkach fizjologicznych, nie indukowanych przez eksperymentatora.
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3.2 Oligonukleotydy

Oligonukleotydy zostaty zsyntetyzowane przez firme Genomed. W ponizszej tabeli
przedstawiono sekwencje wszystkich primeréw oraz sond oligonukleotydowych

wykorzystanych w przeprowadzonych analizach.

. Z k .

gqPCR - primery

F_RS2Z32 intron4 TAATATTTGTGGGCTTTAGGCGTG -
R_RS2Z32 intron4 TACGACTTCTGCTGTTGTAACTTGC -
F_RS2732 Eg4-Eg5 AAATCAACCGGTCGTGAGC -
R_RS2732 Eg4-Eg5 CCTGGGAGTGTTTCGTTTCG -
F_THOC4 intron 3 GAGGTCAACAGCTTAGGGTCAA -
R_THOC4 intron 3 CACCATCGCTATTTCTTTGTCTCTT -
F_THOC4 Eg3-Eg4 CTATCACCAAGTCGTTCAGC -
R_THOC4 Eg3-Eg4 GTCCTCCTTCCTCTTCCATC -
F_RBM39 intron 1 GATAGGTCCAGAAGAGGAACTTCACA -
R_RBM39 intron 1 CAGTCTTTCCCGATCTTTATCTCTCC -
F_RBM39 Egl-Eg2 CAGGCTAGGTGATACGTTG -
R_RBM39 Egl-Eg2 CAGTCTTTCCCGCTCTTTATCTC -
F_ hnRNP Q-like intron 7 AGATGGGCGTGTTGGATATGTATT -
R_hnRNP Q-like intron 7 GTTGTTGCCTGATCAACAAAGAGA -

F_hnRNP Q-like Eg7-Eg8 GGGAGTCTTGGATATGTATTGCAAC =

R_hnRNP Q-like Eg7-Eg8 CCACCATGACTACTACTGCC =

Hybrydyzacja in situ - sondy

poli(A)RNA T(T)a Cy3
Atto
poli(A)RNA T(T)a1
488
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U2 snRNA

eFla mRNA

SERRATE mRNA

ACT mRNA

SDH mRNA

RPB10 Eg2-Eg3 mRNA
RPB10 intron2 mRNA

SMmG intron 1 mRNA

SmD1 intron 1 mRNA
SmD1 intron 2 mRNA

SmD2 intron 3 mRNA

hnRNP Q-like intron7 mRNA
hnRNP Q-like mRNA Eg4-Eg5

RS2732 mRNA intron 4
RS2732 mRNA Eg4-Eg5
THOC4 intron 3 mRNA

THOC4 Eg3-Eg4 mRNA

RBM39 intron 1 mRNA

RBM39 Egl-Eg2 mRNA

ATATTAAACTGATAAGAACAGATACTACACTTG
TGGTGACCTTTGCACCAGTGGGATCCTTCT
GTTCCATAGTAATCCAATCCATGAACTCGCCA
TCTTCTGGAGCAACTCGAAGCTCATTGTAGA
ACTTGTTCGTCTCTTCATAGACCTCCCCACCAAT
CACTCCTCTCTAAAGTGTTGTAATTCAAAA
AAAAGCAAAGATAAGACGATTGATG3
Start20

TTCATAAATAAGTTCATCTTAACCGAACTA
Start 68
ATTTACAGAAACCATCCACTATGTACT
Start112
ATTTCTTATTCTTATACCAGTGAAATGTGA
GAAAAACATATCTAAGTTCAAGAAAT
ATTCTTTGAACTTGCACTACTTTGTAGAG
AGAAAGGTTAAAATATGCTGAATGGAGTAT
AACAAAGAGAAATAAATTTCAAGAAACAG
TCCCTGGTTGTTGCAATACATATCCAAC
CTAAAGCCCACAAATATTAATTGTTTTTAA
CCAAAATCAACCGGGCGTGAGCGGTCTGC

CGTTCTTTTATCTTTTATATCCATCCTAGTA
CCCTTGTTACGGCTGAACGACTTGGCGATAGTAT
ATGGC
CTCTATCACTCCTGTCTCTTGTTTCTT
CCTATCATGCTCTCCCCCTTGCCCTTTTGGACCG
G
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DIG

DIG
DIG
DIG
DIG
DIG
DIG
DIG
DIG

DIG

DIG

DIG



3.3 Przeciwciata

Ponizsza tabela zawiera informacje dotyczace przeciwciat pierwotnych oraz
wtérnych zastosowanych w procedurach immunoznakowania oraz detekcji posredniej

sond znakowanych digoksygening (DIG).

Klonal

Pochodzenie | Rozpoznawany antygen

-nosc

Przeciwciata pierwotne

Thermo Fisher

anty-DIG = MK** krélicze DIG -
Scientific
anty- Santa Cruz
MK** mysie czapeczka m3G -
TMG Biotechnology
anty- TGS-1 (syntaza
PK** krélicze Sigma-Aldrich -
TGS-1 trimetyloguanozyny)
Centers for
Disease Control
ANA
PK** ludzkie Sm and Prevention, -
No.5
Atlanta GA
30333, USA
niefosforylowana
1C7 MK** szczurze domena CTD Chromotek -
polimerazy Il RNA
fosforylowana Ser2 w
3E10 MK** szczurze domenie CTD Chromotek -
polimerazy Il RNA
fosforylowana Ser 7 w
4E12 MK** szczurze domenie CTD Chromotek -
polimerazy Il RNA
anty-SE = PK** krélicze SERRATE Agrisera -
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anty- domena tudor biatka

PK** Krolicze
koilina koiliny
Przeciwciata wtorne
anty-
PK** Kozle mysie 1gG
mysie
anty-
PK** Kozle krolicze 1gG
krolicze
anty- , i
PK** Kozle krolicze IgG
krélicze
anty-
PK** kozle szczurze IgG
szczurze
anty-
PK** kozle ludzkie IgG
ludzkie
anty-
PK** kozle krolicze I1gG
krolicze
anty- ,
PK** kozle mysie 1gG
mysie
anty-
PK** kozle krolicze I1gG
krélicze
anty-
PK** kozle mysie 1gG
mysie

*przeciwciato sprzezone z peroksydaza (POD)

**MK - monoklonalne PK - poliklonalne

S/

Davids

Biotechnologie

Thermo Fisher
Scientific
Thermo Fisher
Scientific
Thermo Fisher
Scientific
Thermo Fisher
Scientific
Thermo Fisher

Scientific

Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich

Abberior

Abberior

Alexa
488
Alexa
488
Alexa
647
Alexa
488
Alexa

488

POD*

POD*

STAR
red
STAR

Orange



3.4 Odczynniki

Nazwa

acetylowana BSA (acBSA)
albumina wotowa (BSA)

alkohol etylowy

alkohol izopropylowy

BLUeye Prestained Protein Ladder
celulaza Onozuka R10

chlorek potasu (KCl)

chlorek wapnia (NacCl)

chloroform

ciekty azot

cytrynian tréjsodowy (Cs Hs Nas O-)
diwodorofosforan potasu (KH,PO.)
ditiotetriol (DTT)

EDTA

fenol:chloroform

formamid

glicyna

Hoechst 33342

kwas cytrynianowy (C¢HsOr)
nadsiarczan amonu (APS)
paraformaldehyd 16%

pektynaza

Pipes

ProLong Gold

Sample Buffer, Laemmli 2x Concentrate
SDS

TEMED

Triton X-100

Firma

Aurion
Sigma-Aldrich
POCH S.A.
POCH S.A.
Sigma-Aldrich
Serva

POCH S.A.
POCH S.A.
POCH S.A.

Air products
POCH S.A.
POCH S.A.
Fluka
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Life Technologies
POCH S.A.
Sigma-Aldrich
Polisciences
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Thermo Fisher Scientific
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich



TrisHCI Sigma-Aldrich

TRIzol Reagent Sigma-Aldrich
Twin 20 Sigma-Aldrich
wodorofosforan sodu (Na;HPO,) POCH S.A.

Enzymy iinhibitory

LightCycler® 480 SYBR Green | Master

SuperScript IV VILO Master Mix with ezDNase Enzyme

Inhibitor proteaz ProBlock™ Gold Plant Protease
Inhibitor Cocktail (100x)
EDTA-free

Zestawy odczynnikéw

BlueStain Sensitive Plus

kit BIO-RAD TGX™ FastCast™ Acrylamide Kit 12%
ECL Western Blotting Detection Reagent
BlueStain Sensitive Plus

Pierce Bradford Protein Assay Kit

RNA 6000 Pico Kit

High Sensitivity DNA Kit

Qubit dsDNA HS Assay Kit

RiboMinus Plant Kit for RNA-Seq

NEBNegt® Ultra™ Il RNA Library Prep with Sample

Purification Beads
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Roche

Thermo Fisher Scientific

Roche

EURX

BIO-RAD

Amersham

EURX

Thermo Fisher Scientific
Agilent

Agilent

Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific

New England BioLabs



3.5 Roztwory, bufory i mieszaniny

Utrwalacz (PFA 4%) pH=7,4:

e paraformaldehyd 16% 10 ml
e PIPES 20 ml
e woda bidestylowana 10 ml

Mieszanina enzymatyczna (protoplasty):

e celulaza 0,04 ¢
e pektynaza 60 ul

e 10x bufor cytrynianowy 200 pl
e woda bidestylowana 1740 pl

1x bufor PBS (500 ml)

e NaCl 4g

o KCI Olg

e Na,HPO, 0,72 g

e KH,PO, 0,12¢g

e woda bidestylowana do 500 ml

Bufor autoklawowano (121°C, 1 atm., 20 minut) i ustalano pH =7,2.

Bufor fosforanowy 0,5 M (100 ml, pH 7,0)

e Na,HPO, 71g
o NaH2PO4 7,2
e woda bidestylowana do 100 ml

10x Bufor cytrynianowy (500 ml)

e bufor A - kwas cytrynianowy (4,2 g/200 ml H,0)
e bufor B - cytrynian tréjsodowy (8,5 g/300 ml H,0)

Roztwory mieszano, a nastepnie ustalano pH=4,8.
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Bufor hybrydyzacyjny (5 ml)

e formamid

e SSC20x-

e 100x mieszanina Denhardt’a
(1% Ficoll 400, 1% PVP, 1% BSA)

e EDTAO05M

e buforfosforanowy 0,5M

e woda bidestylowana

20x SSC (200 ml)

e NaCl
e cytrynian tréjsodowy

e woda bidestylowana

Roztwor mieszano, a nastepnie ustalano pH=7,0.

Bufor do izolacji biatek Tris-EDTA:

e 25mM Tris-HCL
e 2mMEDTA

e 1%inhibitory proteaz

Bufor 2x Laemmli z DTT:

e 2x buforu Laemmli 450 pl
e 1MDTT 50 ul

10x bufor do elektroforezy :

o Tris
e glicyna

e SDS

1750 pl
1000 pl

250 ul
10pul
500 ul
1500 pl

35,06 g
17,64 ¢
do 200 ml



1x bufor do elektroforezy :

e 10x bufor do elektroforezy 100 ml

e woda bidestylowana 900 ml

10x bufor do transferu (TB):

o Tris 30g

e glicyna 144g
IxTB:

e 10x bufor do transferu 100 ml

e etanol 100 ml

e woda bidestylowana 800 ml
10x bufor TBS :

o Tris 24¢g

e NaCl 88¢g

e woda bidestylowana 900 ml

Roztwdr mieszano, a nastepnie uzupetniono woda bidestylowana do uzyskania

koncowej objetosci 1l i ustalano pH=7,6.

1x bufor TBST:
e Tween 20 1ml
e 10x buforu TBS 100 ml
e Wody 900 ml

1% Roztwor blokujacy:

e 1x bufor TBST 50 ml

e odttuszczone mleko 0,5
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4, METODY
4.1. Analizy mikroskopowe

4.1.1 Przygotowanie materiatu do obserwacji mikroskopowych

Izolacja protoplastow do mikroskopii

Kwiatostany meskie Larix decidua Mill. zbierano w odstepach tygodniowych,
od listopada do konca lutego, w pieciu kolejnych sezonach wegetacyjnych (lata 2020 -
2025). Okres ten odpowiada kolejnym stadium diplotenu profazy | podziatu

mejotycznego.

Po usunieciu tusek okrywajacych, swiezo zebrane kwiatostany (okoto 25-30 sztuk)
utrwalano w 4% paraformaldehydzie (PFA) w 0,1 M buforze PIPES o pH 7,2 przez 24 h.
W celu wyeliminowania powietrza znajdujacego sie w materiale roSlinnym, przez
pierwsza godzine utrwalanie prowadzono na lodzie w inkubatorze prézniowym
(0,1 MPa), a nastepnie przez 23 h w temperaturze 4°C. Utrwalony materiat ptukano
w trzech zmianach buforu 1x PBS pH 7,2 (3 x 10 min) oraz trzykrotnie w 0,01 M buforze
cytrynianowym pH 4,8 (3 x 5 min). Nastepnie mikrosporocyty izolowano poprzez
mechaniczne rozgniatanie pylnikdw szklang bagietka na szkietku zegarkowym w 0,01
M buforze cytrynianowym pH 4,8. W celu usuniecia $ciany komoérkowej, pozyskana
zawiesine komodrkowa poddawano trawieniu enzymatycznemu w mieszaninie:
49% celulaza Onozuka R10 i 27 U/ml pektynaza w 0,01 M buforze cytrynianowym pH 4,8.
Inkubacje prowadzono przez 12,5 min w temperaturze 37°C, przy ciggtym mieszaniu
(70 rpm). Po trawieniu materiat ptukano trzykrotnie w 0,01 M buforze cytrynianowym
pH 4,8 (3 x 3 min) oraz trzykrotnie w 1x PBS (3 x 3 min). Nastepnie protoplasty
zawieszano w PBS i naktadano na uprzednio zmrozonych (-80°C) zelatynowanych

szkietkach podstawowych i pozostawiano do wyschniecia.
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4.1.2 Badanie synchronicznosci rozwojowej mikrosporocytow oraz czasu trwania

pojedynczego cyklu syntezy i eksportu poli(A)RNA

Badanie synchronicznosci rozwojowej mikrosporocytow w pojedynczym paku oraz w

obrebie jednej gatezi

Pierwszym etapem badania synchronicznosci rozwojowej mikrosporocytéw
modrzewia w obrebie pojedynczego paka kwiatowego byto przygotowanie
protoplastow zgodnie z wczesniej opisanag procedura (rozdz. 4.1.1). W tym wariancie
do przygotowania dwodch preparatow uzyto jednego paka. Eksperyment
przeprowadzono w pieciu powtdrzeniach technicznych. Komérki zawieszono w 80 pL
buforu 1x PBS, a cata objeto$¢ podzielono réwnomiernie miedzy dwa szkietka

podstawowe (po 40 uL na kazde).

W przypadku analizy synchronicznosci rozwojowej mikrosporocytéow izolowanych
z pakdéw pobranych z jednej gatezi, rowniez zastosowano procedure przygotowania
protoplastow zgodnie z opisem w rozdziale 4.1.1. Komorki pozyskano z dziesieciu
réznych pakow kwiatowych pochodzacych z tej samej gatezi. Rdwniez w tym przypadku
wykonano pie¢ powtdérzen technicznych. Ostatecznie komérki zawieszono w 40 pL

buforu 1x PBS, a catg zawiesine naniesiono na jedno szkietko podstawowe.

W obu wariantach eksperymentu na przygotowanych protoplastach przeprowadzono
podwdjne znakowanie z wykorzystaniem sond: jednej komplementarnej do ogondw
poliadenylowanych, oraz drugiej - do sekwencji wewnetrznej U2 snRNA. Reakcje

hybrydyzacji wykonano zgodnie z procedurg opisang ponize;j.

1. Przed przystapieniem do wykonania reakcji, protoplasty permeabilizowano
w 0,1% roztworze Triton X-100 w 1x PBS pH 7,2 przez 10 min, a nastepnie
ptukano w 1x PBS pH 7,2 (3 x 3 min)

2. Inkubacja z bezposrednio znakowanymi sondami; oligo(dT) znakowang Cy3 oraz

U2 snRNA znakowana Cy5, obie w stosunku 1:300 w buforze hybrydyzacyjnym.

64



Preparaty inkubowano przez 24h w temperaturze 27°C w wilgotnej komorze
z30% formamidem
3. Ptukanie w wodnych roztworach SSC:
e 4xSSC(5x1min)
e 2xSSC(5x1min)
e 1xSSC(1x15min)

4. Ptukanie w 1x PBS pH 7,2 (1 x 3 min)

5. Zamkniecie preparatow przy pomocy medium przedtuzajacego efekt
fluorescencji - ProLong Gold z Hoechst w stosunku 1:10 000

6. Dla utwardzenia medium preparaty pozostawiono w temperaturze pokojowej

na 24h. Nastepnie preparaty przechowywano w 4°C.

Analize przygotowanych preparatow przeprowadzono przy uzyciu mikroskopu
konfokalnego Leica SP8, dostepnego w Interdyscyplinarnym Centrum Nowoczesnych
Technologii Uniwersytetu Mikotaja Kopernika. Zbieranie danych polegato na zliczaniu
komorek znajdujacych sie na réznych etapach cyklu syntezy i eksportu poli(A)RNA.
W celu zapewnienia rzetelnosci wynikow, wykluczono mozliwo$é wielokrotnego
zliczenia tych samych komoérek poprzez ich systematyczne oznaczanie na mapie

preparatu.

Badanie czasu trwania pojedynczego cyklu syntezy i eksportu poli(A)RNA

W celu oceny czasu trwania petnego cyklu poli(A)RNA oraz poszczegdlnych jego
stadidw, materiat biologiczny zbierano codziennie przez okres 20 dni. Kazdego dnia
pobierano po jednym paku kwiatowym z tej samej gatezi. Eksperyment
przeprowadzono w trzech powtdrzeniach biologicznych, wykorzystujagc paki
pochodzace z trzech rdéznych drzew rosngcych w bezposrednim sasiedztwie.
Z pobranych pakdéw codziennie izolowano mikrosporocyty i przygotowywano z nich

protoplasty, zgodnie z procedura opisang w podrozdziale 4.1.1.
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Po zakonczeniu 20-dniowego okresu zbierania materiatu, na przygotowanych
protoplastach wykonano podwdjne znakowanie. Reakcje hybrydyzacji przeprowadzono
zgodnie z wczedniej opisana procedura, analogicznie do tej zastosowanej w badaniu

synchronicznos$ci rozwojowe;j.

4.1.3 Lokalizacja RNA i biatek

Przed przystapieniem do wykonania reakcji, protoplasty permeabilizowano
w 0,1% roztworze Triton X-100 w 1x PBS pH 7,2 przez 10 min, a nastepnie ptukano
w 1x PBS pH 7,2 (3 x 3 min).

Kontrole specyficznosci wszystkich reakcji przeprowadzono zgodnie z opisanymi
ponizej protokotami, z pominieciem etapu: inkubacji z przeciwciatem pierwotnym
(zamiast tego prowadzono inkubacje w 0,01% acBSA w buforze 1x PBS, pH 7,2),
inkubacji z przeciwciatem wtérnym (zamiast tego prowadzono inkubacje w 0,01%
acBSA w buforze 1x PBS, pH 7,2) lub z pominieciem sondy oligonukleotydowej
(inkubacja wytacznie w buforze hybrydyzacyjnym). Wszystkie reakcje, z wyjatkiem
jednej, daty wynik negatywny (Supl.29; Supl.30). Pozytywny wynik reakcji uzyskano
wytagcznie w przypadku zastosowania kréliczego przeciwciata pierwotne anty-DIG.

(Supl.30).

Lokalizacja pre-mRNA/mMRNA, poli(A) RNA oraz U2 snRNA

Reakcje wykonywano zgodnie z protokotem:

1. Inkubacja z sonda oligonukleotydowa znakowang digoksygening komplementarna
do wybranego pre-mRNA lub mRNA, w stosunku 1:100 w buforze hybrydyzacyjnym,

w wilgotnej komorze z 30% formamidem w temperaturze 27°C przez 4h.

2. Po uptywie 4h dodano dwie sondy; oligo(dT) z Cy3 oraz U2 snRNA z Cy5, obie
w stosunku 1:300 w buforze hybrydyzacyjnym i inkubowano w tych samych

warunkach przez noc.
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w

. Ptukanie w wodnych roztworach SSC:

e 4xSSC(5x1min)
e 2xSSC(5x1min)
e 1xSSC(1x15min).

4. Ptukaniew 1x PBS pH 7,2 (1 x 3 min).

5. Inkubacja z kréliczym przeciwciatem pierwotnym anty-DIG, w stosunku 1:200
w 0,01% acBSA w 1x PBS pH 7,2, w wilgotnej komorze, przez noc w temperaturze

11°C.
6. Ptukanie w 1x PBS pH 7,2 (5x 3 min).

7. Inkubacja z przeciwciatem wtérnym anty-kroliczym sprzezonym z Alexa48s,
w stosunku 1:1000 w 0,01% acBSA w 1x PBS pH 7,2, w wilgotnej komorze, przez 1,5h

w temperaturze 33°C.
8. Ptukanie w 1x PBS pH 7,2 (5x 3 min) oraz doktadne osuszenie preparatow.

9. Zamkniecie preparatow przy pomocy medium przedtuzajgcego efekt fluorescencji -

ProLong Gold z Hoechst w stosunku 1:10 000.

10. Dla utwardzenia medium preparaty pozostawiono w temperaturze pokojowej

na 24h. Nastepnie preparaty przechowywano w 4°C.

Lokalizacja biatek, poli(A)RNA oraz U2 snRNA

Reakcje przeprowadzono zgodnie z protokotem:

1. Inkubacja z sondami: oligo(dT) z Cy3 oraz U2 snRNA z Cy5, obie w stosunku 1:300
w buforze hybrydyzacyjnym, w wilgotnej komorze z 30% formamidem w temperaturze

27°C przez 24h.
2. Ptukanie w wodnych roztworach SSC:
e 4xSSC(5x1min)

e 2xSSC(5x1min)
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e 1xSSC(1x15min).
3. Ptukanie w 1x PBS pH 7,2 (1 x 3 min ).

4. Inkubacja z przeciwciatem pierwotnym, w wilgotnej komorze, przez catg noc

w temperaturze 11°C. Ponizej wymieniono wykorzystywane przeciwciata:

e ludzkie anty-Sm ANA No. 5 (poprzedzone pre-inkubacja z 2% BSA w 1x PBS pH
7,2 przez 15 min w temperaturze pokojowej, przeciwciato w stosunku 1:200
w 0,2% acBSA w 1x PBS pH 7,2)

e mysie anty-m3G (1:200 w 0,01% acBSA w 1x PBS pH 7,2)

e krdlicze anty-TGS-1 (1:200 w 0,01% acBSA w 1x PBS pH 7,2)

e szczurze 1C7 (1:100 w 0,01% acBSAw 1x PBS pH 7,2)

e szczurze 3E10 (1:100 w 0,01% acBSA w 1x PBS pH 7,2)

e szczurze 3E8 (1:100 w 0,01% acBSA w 1x PBS pH 7,2)

e szczurze4E12 (1:100 w 0,01% acBSAw 1x PBS pH 7,2)

e krdlicze anty-SE (1:250 w 0,01% acBSA w 1x PBS pH 7,2)

e krdlicze anty-koilina (1:87 w 0,01% acBSA w 1x PBS pH 7,2).

5. Ptukanie w 1x PBS pH 7,2 (5 x 3 min).

6. Inkubacja z przeciwciatem wtérnym, w wilgotnej komorze, przez 1,5h

w temperaturze 33°C:
e anty-ludzkie z Alexa 488 (1:750 w 0,01% acBSA w 1x PBS pH 7,2)
e anty-mysie z Alexa 488 (1:1000 w 0,01% acBSA w 1x PBS pH 7,2)
e anty-krolicze z Alexa 488 (1: 1000 w 0,01% acBSA w 1x PBS pH 7,2)
e anty-szczurze z Alexa 488 (1: 300 w 0,01% acBSA w 1x PBS pH 7,2).
7. Ptukanie w 1x PBS pH 7,2 (5 x 3 min) oraz doktadne osuszenie preparatow.

8. Zamkniecie preparatéw przy pomocy medium przedtuzajacego efekt fluorescencji -

ProLong Gold z Hoechst w stosunku 1:10 000.

9. Dla utwardzenia medium preparaty pozostawiono w temperaturze pokojowej na 24h.

Nastepnie preparaty przechowywano w 4°C.
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Jednoczesna lokalizacja dwéch réznych biatek oraz poli(A)JRNA

Reakcje przeprowadzono zgodnie z protokotem:

1. Inkubacja z przeciwciatem pierwotnym, w wilgotnej komorze, przez noc
w temperaturze 11°C:

e mysim anty-TMG (1:200 w 0,01% acBSA w 1x PBS pH 7,2).

2. Ptukanie w 1x PBS pH 7,2 (5 x 3 min).

w

Inkubacja z przeciwciatem wtornym, w wilgotnej komorze, przez 1,5h
w temperaturze 33°C:

e anty-mysim sprzezonym ze STAR orange (1:200 w 0,01% acBSA w 1x PBS pH 7,2).

>

Inkubacja z przeciwciatem pierwotnym, w wilgotnej komorze, przez noc
w temperaturze 11°C:

e krdliczym anty-TGS-1 (1:200 w 0,01% acBSA w 1x PBS pH 7,2).
5. Ptukanie w 1x PBS pH 7,2 (5 x 3 min).

6. Inkubacja z przeciwciatem wtérnym, w wilgotnej komorze, przez 1,5h

w temperaturze 33°C:
e anty-kréliczym sprzezonym ze STAR red (1:200 w 0,01% acBSA w 1x PBS pH 7,2).
7. Ptukanie w 1x PBS pH 7,2 (5 x 3 min).

8. Inkubacja z sonda: oligo(dT) znakowana ATTO488 w stosunku 1:300 w buforze
hybrydyzacyjnym, w wilgotnej komorze z 30% formamidem w temperaturze 27°C

przez 24h.

9. Ptukanie w wodnych roztworach SSC:
e 4xSSC(5x1min)
e 2xSSC(5x1min)
e 1xSSC(1x15min).
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10. Ptukanie w 1x PBS pH 7,2 (1 x 3 min) oraz doktadne osuszenie preparatow.

11. Zamkniecie preparatow przy pomocy medium przedtuzajacego efekt fluorescencji -

ProLong Gold z Hoechst w stosunku 1:10 000.

12. Dla utwardzenia medium preparaty pozostawiono w temperaturze pokojowej

na 24h. Nastepnie preparaty przechowywano w 4°C.

Jednoczesna lokalizacja dwéch réznych pre-mRNA, poli(A)RNA oraz U2 snARNA

Reakcje wykonywano zgodnie z protokotem:

1. Inkubacja z sonda oligonukleotydowa znakowang DIG, w stosunku 1:100 w buforze
hybrydyzacyjnym, w wilgotnej komorze z 30% formamidem w temperaturze 27°C
przez 24h. Wykonano 5 preparatow, ktore inkubowano z nastepujacymi sondami

znakowanymi DIG:

e Preparat 1 - trzy sondy do sekwencji intronu 1 w pre-mRNA kodujacym biatko
SmG

e Preparat 2 - trzy sondy do sekwencji intronu 1 w pre-mRNA kodujacym biatko
SmG

e Preparat 3 - trzy sondy do sekwencji intronu 1 w pre-mRNA kodujacym biatko
SmG

e Preparat4 - sonda do sekwencji intronu 1 w pre-mRNA kodujacym biatko SmD1

e Preparat5- sondado sekwencji intronu 2 w pre-mRNA kodujacym biatko SmD1.

2. Ptukanie w wodnych roztworach SSC:
e 4xSSC(4x1min)
e 2xSSC(4x1min)
e 1xSSC(1x10min).

3. Ptukanie w 1x PBS pH 7,2 (1 x 3 min).

70



10

11.

12.

13.

Inkubacja z kréliczym przeciwciatem pierwotnym anty-DIG, w stosunku 1:200
w 0,01% acBSA w 1x PBS pH 7,2, w wilgotnej komorze, przez noc w temperaturze

11°C.
Ptukanie w 1x PBS pH 7,2 (5 x 3 min).

Inkubacja z przeciwciatem wtdérnym anty-kroéliczym znakowanym Alexa488, w
stosunku 1:1000 w 0,01% acBSA w 1x PBS pH 7,2, w wilgotnej komorze, przez 1,5h

w temperaturze 33°C.
Ptukanie w 1x PBS pH 7,2 (3 x 3 min).

Inkubacja z sonda oligonukleotydowg znakowang DIG, w stosunku 1:100 w buforze
hybrydyzacyjnym, w wilgotnej komorze z 30% formamidem w temperaturze 27°C

przez 24h. Preparaty inkubowano z nastepujacymi sondami znakowanymi DIG:

e Preparatl - sonda do sekwencji intronu 1 w pre-mRNA kodujgcym biatko SmD1
e Preparat 2 - sonda do sekwencji intronu 2 w pre-mRNA kodujacym biatko SmD1
e Preparat 3 - sonda do sekwencji intronu 3 w pre-mRNA kodujacym biatko SmD2
e Preparat4 - sonda do sekwencji intronu 3 w pre-mRNA kodujacym biatko SmD2

e Preparat5 - sonda do sekwencji intronu 3 w pre-mRNA kodujacym biatko SmD2.

Dodanie sondy oligo(dT) z Cy3 w stosunku 1:300 w buforze hybrydyzacyjnym

i inkubowanie w tych samych warunkach przez 4h.

. Ptukanie w wodnych roztworach SSC:

e 4xSSC(4x1min)
e XxSSC(4x1min)
e 1xSSC(1x10min).
Ptukanie w 1x PBS pH 7,2 (1 x 3 min).

Inkubacja z kréliczym przeciwciatem pierwotnym anty-DIG, w stosunku 1:200
w 0,01% acBSA w 1x PBS pH 7,2, w wilgotnej komorze, przez noc w temperaturze

11°C.
Ptukanie w 1x PBS pH 7,2 (5 x 3 min).
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14. Inkubacja z przeciwciatem wtérnym anty-kréliczym znakowanym Alexa 647,
w stosunku 1:100 w 0,01% acBSA w 1x PBS pH 7,2, w wilgotnej komorze, przez 1,5h

w temperaturze 33°C.
15. Ptukanie w 1x PBS pH 7,2 (5 x 3 min) oraz doktadne osuszenie preparatow.

16. Zamkniecie preparatdéw przy pomocy medium przedtuzajacego efekt fluorescencji -

ProLong Gold z Hoechst w stosunku 1:10 000.

17. Dla utwardzenia medium preparaty pozostawiono w temperaturze pokojowej

na 24h. Nastepnie preparaty przechowywano w 4°C.
4.1.4 Mikroskopia

Mikroskopia konfokalna

Obrazy uzyskano przy uzyciu mikroskopéw konfokalnych Leica TCS SP8 oraz
Olympus FV3000. Do akwizycji wykorzystano zoptymalizowany otwor aperturowy, dtugi
czas ekspozycji (400 Hz) oraz immersyjny obiektyw olejowy Plan Apochromat DIC H
o powiekszeniu 63x i aperturze numerycznej 1,4. Rejestracji obrazéw dokonywano
sekwencyjnie w kanatach: niebieskim (Hoechst 33342), zielonym (Alexa Fluor 488)
czerwonym (Cy3) oraz dalekiej czerwieni (Alexa Fluor 647, Cy5). W celu
zminimalizowania efektu przenikania sygnatéw miedzy kanatami stosowano niska moc
laseréw oraz tryb sekwencyjnego zbierania sygnatu dla kazdego kanatu oddzielnie.
Ciecia optyczne wykonywano w odstepach co 1,01 pum. Rejestracje i analize danych

prowadzono za pomocg oprogramowania LAS AF oraz OlyVIA.

Mikroskopia wysokorozdzielcza - STED

Obserwacje ~w  mikroskopii  wysokorozdzielczej  (STED)  przeprowadzono
z wykorzystaniem mikroskopu superrozdzielczego Abberior Facility Line. Do detekcji
sygnatu zastosowano fluorochromy kompatybilne z technikg STED: STAR red, STAR
orange oraz Atto488. Obrazy rejestrowano w trybie sekwencyjnym dla poszczegdlnych
kanatéw, z uzyciem zoptymalizowanych parametrow ekscytacji oraz wygaszania
sygnatu STED. W celu uzyskania maksymalnej rozdzielczosci przestrzennej zastosowano

obiektyw immersyjny o wysokiej aperturze numerycznej. Wszystkie parametry akwizycji
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dobierano indywidualnie dla kazdego fluorochromu. Rejestracja i analiza obrazéw
prowadzona byta za pomocg dedykowanego oprogramowania LightBox (Abberior

Instruments).

Dla wszystkich antygenow i stadiéw rozwojowych uzyskane dane zostaty skorygowane
o autofluorescencje tta, okreslong na podstawie intensywnosci sygnatéw kontrolnych
negatywnych. Do przetwarzania i analizy obrazéw uzyto programu ImageJ oraz

dla obrazéw w wysokiej rozdzielczosci programu Lightbox Viewer.

4.2 Badanie specyficznosci wigzania antygenu przez przeciwciata anty-koilina

Produkcje przeciwciata anty-koilina powierzono firmie Davids Biotechnologie.
Do jego wytworzenia wykorzystano fragment przewidywanej sekwencji aminokwasowej
wysoce konserwowanej domeny Tudor biatka koiliny u Larix decidua Mill. Wybor
odpowiedniego fragmentu sekwencji aminokwasowej peptydu oparto na trzech

gtéwnych kryteriach:

e antygenowo$¢ - wykorzystano algorytmy bioinformatyczne do identyfikacji
sekwencji o wysokim potencjale immunogennym, zdolnych do indukowania
silnej odpowiedzi przeciwciat

e rozpuszczalno$¢ - analizowano przewidywana dostepnos¢ sekwencji
na powierzchni peptydu, co zwieksza szanse na jej rozpoznanie przez uktad
immunologiczny

e predykcja epitopéw - zastosowano narzedzia obliczeniowe stuzace
do identyfikacji sekwencji prawdopodobnie petnigcych funkcje epitopdow

indukujacych odpowiedz limfocytéow B

Na podstawie tych kryteridw wybrano fragment charakteryzujacy sie najwyzszym
potencjatem immunogennym. Sekwencja wykorzystana do produkcji przeciwciata anty-
koilina przedstawia sie nastepujaco:

e DIDFASLVDVRWVHQHK

Specyficzno$¢ wigzania antygenu przez otrzymane przeciwciata oceniono za pomoca

analizy Western blot (WB).
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4.2.1 Ilzolacja biatek do analizy metoda Western blot

Swiezo zebrane kwiatostany meskie Larix decidua Mill. natychmiast zamrazano
w ciektym azocie i przechowywano w temperaturze -80°C. W celu izolacji biatek
doanalizy Western blot, 0,5g materiatu roslinnego rozcierano w mozdzierzu
w obecnosci ciektego azotu, a nastepnie dodawano 1,5 ml buforu ekstrakcyjnego Tris-
EDTA (25mM Tris-HCl, 2mM EDTA, 1% mieszanina inhibitorow proteaz). Po doktadnym
wymieszaniu probki wirowano w wiréwce wychylnej przy 16000xg przez 30 minut
w temperaturze 4 °C. Uzyskany supernatant stanowit frakcje biatkowg komorek pylnika i

byt wykorzystywany do dalszych analiz.
4.2.2 Pomiar stezenia biatek w probie

Stezenie biatek w uzyskanych prébkach okreslono metoda spektrofotometryczna
z wykorzystaniem zestawu Commassie Protein Assay, zgodnie z protokotem
dostarczonym przez producenta. Pomiaru dokonano przy dtugosci fali 596 nm. Stezenie
biatka w prébach obliczcono na podstawie krzywej kalibracyjnej sporzadzonej

z wykorzystaniem surowicy wotowej albuminy (BSA).
4.2.3 Elekroforeza biatek SDS-PAGE

Przed naniesieniem na zel, proby poddano denaturacji poprzez inkubacje
w temperaturze 95 °C przez 5 minut na bloku grzejnym, a nastepnie krétko odwirowano.
Elektroforeze przeprowadzono w 1mm zelu poliakrylamidowym o stezeniu 12%
(zel rozdzielajacy), po uprzednim zatezeniu prébek w zelu zageszczajagcym o stezeniu
5%. Rozdziat elektroforetyczny prowadzono przy natezeniu pradu 25mA (na jeden zel),
w buforze Laemmlego z dodatkiem DTT, do momentu migracji barwnika frontowego

poza zel (Ryc.11).
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Ryc.11 Schemat przedstawiajgcy kolejne etapy elektroforezy SDS-PAGE. Zrédto:
opracowanie wtasne na podstawie materiatow dostepnych na stronie Bio-Techne
(https://www.bio-techne.com/applications/western-blotting/western-blot-sds-page).

4.2.4 Transfer biatek z zelu na membrane PVDF

Transfer biatek na membrane PVDF przeprowadzono wedtug nastepujacej procedury:

1. Po zakonczeniu elektroforezy zel delikatnie wyjmowano z ptytek, po czym
odcinano zel zageszczajacy.

2. Membrane PVDF (porowatos¢ 0,45 um) inkubowano przez 5 minut w buforze
transferowym (1xTB).

3. Na gabke umieszczong w kasecie transferowej kolejno naktadano: bibute
Whatmana nasaczona buforem 1xTB, przygotowang membrane, zel (usuwajac
ewentualne pecherzyki powietrza miedzy warstwami poprzez delikatne
dociskanie), kolejng warstwe bibuty Whatmana oraz druga gabke (Ryc.12).

4. Transfer biatek przeprowadzano przy napieciu 100 V przez 1 godzine,

wykorzystujac zasilacz wysokonapieciowy.
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Ryc. 12 Schemat przedstawiajgcy wszystkie warstwy oraz elementy aparatu stosowanego

bibuta Whatman
il

Katoda

podczas transferu biatek z zelu poliakrylamidowego na membrane PVDF. Zrddto:
opracowanie wtasne na podstawie materiatow dostepnych na stronie internetowej firmy
LI-COR Biosciences (https://www.licor.com/bio/blog/choosing-the-right-western-blot-

transfer-method).

4.2.5 Western blot

1. Po zakonczeniu transferu biatek, membrane blokowano w 1% roztworze mleka
odttuszczonego w buforze TBST (0,1% Tween 20) przez 1 godzine w temperaturze

pokojowej, na wytrzasarce laboratoryjne;j.

2. Nastepnie membrane przeptukiwano w buforze TBST (1 x 15 min), po czym
inkubowano z kréliczym przeciwciatem pierwotnym anty-koilina (rozcienczenie
1:1000 w 1% mleku odttuszczonym) przez 1 godzine w temperaturze pokojowej,
na kotysce laboratoryjnej.

3. Po inkubacji membrane ptukano w buforze TBST (3 x 15 min), a nastepnie

inkubowano z przeciwciatem wtdérnym anty-kréliczym sprzezonym z peroksydaza
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5.

chrzanowg (rozcienczenie 1:50 000 w 1% mleku) przez 1 godzine w temperaturze
pokojowej, rowniez na wytrzasarce.

Po koncowym ptukaniu w buforze TBST (3 x 15 min), membrane osuszano
i naktadano mieszanine odczynnikdw A i B z zestawu Amersham ECL Western
Blotting Detection Reagents (zmieszane w stosunku 1:1), inkubujac przez 5 minut.
Sygnal detekcji rejestrowano przy uzyciu systemu BIO-RAD ChemiDoc

MP, z wykorzystaniem oprogramowania Image Lab Touch.
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4.3 Analizy kwasow nukleinowych

4.3.1 Izolacja RNA z mikrosporocytow Larix decidua Mill.

Wszystkie etapy izolacji RNA przeprowadzano w warunkach wolnych od RNaz.
Uzywano odpowiednio przygotowanych roztworéow, buforéw, odczynnikéw oraz
materiatdw laboratoryjnych (probdwki, koncéwki do pipet, filtry), ktére byty wolne

od enzymdw degradujacych RNA.

1. Kwiatostany meskie Larix decidua Mill. zbierano w odstepach tygodniowych -
od listopada do konca lutego - przez cztery kolejne sezony wegetacyjne (2020-
2024). Po usunieciu tusek okrywajacych, $wiezo zebrane kwiatostany
natychmiast rozcierano na szkietku zegarkowym w schtodzonym buforze
PBS z dodatkiem DEPC (pH 7,2), umieszczonym na lodzie, w celu uwolnienia
mikrosporocytow z pylnikow.

2. W celu usuniecia pozostatosci tkanek okrywajacych, uzyskang zawiesine
przesgczano przez sterylne sita komdrkowe o odpowiednio dobranej srednicy
poréw (40 um, 70 pum lub 100 um - w zaleznosci od stadium rozwojowego
materiatu), bezposrednio do probowek typu Falcon.

3. Filtrat wirowano przez 1,5 minuty w temperaturze 4 °C, przy predkosci 8000 rpm.

4. Po catkowitym usunieciu supernatantu, osad komorkowy zawieszano doktadnie
w 500 pL schtodzonego odczynnika TRIzol Reagent (Thermo Fisher Scientific),
celem dalszej izolacji RNA.

5. Proby homogenizowano przy uzyciu recznego homogenizatora mechanicznego,
po czym zamrazano je na 5 minut w temperaturze -80 °C.

6. Po rozmrozeniu w temperaturze pokojowej probki ponownie homogenizowano,
a nastepnie wirowano przy 10000 x g przez 10 minut w temperaturze 4 °C.

7. Otrzymany supernatant przenoszono do wczesniej przygotowanych probowek
Phasemarker Tubes (przed uzyciem probdwki wirowano przez 30 s przy

16000x g) i inkubowano przez 5 minut w temperaturze pokojowe;.
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Do kazdej probki dodawano 0,1ml chloroformu na kazde 500ul uzytego
odczynnika TRIzol, intensywnie mieszano przez 15 sekund na wytrzgsarce typu
vortex, a nastepnie inkubowano przez 2-3 minuty w temperaturze pokojowej.

Nastepnie probki wirowano przez 5 minut przy 16000xg w temperaturze
4°C. Po wirowaniu uzyskiwano trzy fazy: dolng (czerwona, zawierajaca fenol-
chloroform), interfaze oraz gérna (bezbarwna, wodna) zawierajgca RNA. Wodna
faze (stanowigcg ok. 50% objetosci uzytego TRIzolu) ostroznie przenoszono

do nowych probdéwek typu Eppendorf.

10. Do przeniesionego roztworu dodawano 0,25ml izopropanolu na kazde 500 pl

uzytego TRIzolu i inkubowano przez 10 minut w temperaturze pokojowej w celu

wytracenia RNA.

11. Nastepnie probki wirowano przez 10 minut przy 12000 x g w temperaturze 4 °C.

12. Po usunieciu supernatantu do osadu dodawano 500ul 75% etanolu

(przygotowanego na DEPC-treated water) na kazde 500 pl uzytego TRIzolu.

13. Prébki mieszano na wytrzasarce typu vortex, po czym wirowano przez 5 minut

przy 7500% g w temperaturze 4°C.

14. Supernatant usuwano, a probki pozostawiano do wyschniecia w temperaturze

pokojowej na 5-10 minut (do momentu catkowitego odparowania alkoholu,

ale bez przesuszenia).

15. Osad RNA rozpuszczano w 20-50ul wody wolnej od RNaz i inkubowano

w termobloku w temperaturze 55-60 °C przez 10-15 minut.

16. Uzyskane RNA przechowywano w -80°C do czasu dalszych analiz.

4.3.2

Izolacja total RNA do analizy transkryptomow poszczegolnych faz syntezy

i eksportu poli(A)RNA

W celu uzyskania frakcji komorek znajdujacych sie w okreslonych stadiach cyklu

poli(A)RNA, materiat biologiczny zbierano w odpowiednich odstepach czasu, zawsze

ztej samej gatezi. Kluczowym etapem byto okreslenie stadium cyklu, w ktérym

znajdowaty sie komodrki w momencie pobrania - identyfikacji dokonywano

na podstawie analiz in situ. Nastepnie izolacje RNA z kazdej préby prowadzono zgodnie

z protokotem opisanym w punkcie 4.3.1. Ze wzgledu na dtugi okres trwania stadium 1,
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do analizy wykorzystano az trzy proby RNA izolowanego w tym czasie (proby 1, 2 oraz
3 - stadium 1). Pierwsza z nich reprezentowata komoérki na wczesnym etapie stadium 1,
druga - komorki w jego fazie srodkowej, natomiast trzecia - komorki w pdznym
stadium 1. Niestety, izolacja wytacznie homogennych frakcji komérek w kolejnych
stadiach cyklu poli(A)RNA okazata sie niemozliwa z uwagi na bardzo krotki czas
ich trwania. Z tego wzgledu zdecydowano sie na izolacje dwdch heterogennych frakcji:
jedna (préba 4) obejmowata komérki znajdujace sie w stadium 2 i 3, natomiast druga

(proba 5) - komorki w stadium 4 5.

Cze$¢ wyizolowanego w opisany sposob RNA catkowitego (total RNA) zostata
wykorzystana bezposrednio do przygotowania bibliotek do sekwencjonowania.
Pozostata czes¢ materiatu poddano procedurze izolacji mRNA, zgodnie z protokotem

opisanym w kolejnym punkcie (rozdz. 4.3.3).

4.3.3 lzolacja mRNA z total RNA do analizy transkryptomow poszczegélnych
faz syntezy i eksportu poli(A)RNA

Do izolacji mRNA z poszczegélnych préb RNA catkowitego (proby 1-5)
wykorzystano zestaw Dynabeads® mRNA DIRECT™ Micro Kit (Thermo Fisher Scientific).
Procedure przeprowadzono zgodnie z protokotem producenta. Gtéwne etapy izolacji

obejmowaty:

e przygotowanie kulek magnetycznych Dynabeads® oligo(dT),s) (ptukanie)

e przygotowanie probek RNA catkowitego

e przeprowadzenie dwdch rund izolacji mRNA, z ktérych kazda sktadata
sie zetapow: wigzania mMRNA z kulkami magnetycznymi, ptukania oraz

eluowania mRNA

Wyizolowany w ten sposéb matrycowy RNA (mRNA) zostat wykorzystany do dalszej

syntezy bibliotek cDNA.

80



4.3.4 Odwrotna transkrypcja

W celu uzyskania komplementarnego DNA (cDNA) do analiz PCR w czasie
rzeczywistym (qPCR), RNA poddano reakcji odwrotnej transkrypcji (ang. reverse
transcription, RT). Zastosowano SuperScript IV VILO Master Mix with ezDNase Enzyme
(Invitrogen) oraz startery losowe (ang. random hexamers), zgodnie z zaleceniami

producenta.

Reakcje prowadzono wedtug nastepujacego protokotu:
e denaturacja RNA: 5 min, 65°C
e inkubacja z mieszaning reakcyjna: 10 min, temperatura pokojowa
e odwrotna transkrypcja: 10 min, 50°C

e inaktywacja enzymu: 5 min, 85°C
Otrzymane cDNA przechowywano w temperaturze —20 °C do momentu dalszych analiz.

4.3.5 PCRw czasie rzeczywistym (ang. quantitative PCR, qPCR)

Reakcje qPCR prowadzono w objetosci 20 ul, w sktad ktorej wchodzito: 10 pl
odczynnika 2x LightCycler® 480 SYBR Green | Master (Roche), 5 pl matrycy cDNA oraz
0,2 ul kazdego ze specyficznych starteréw (starter forward i reverse). Analizy

przeprowadzono z wykorzystaniem systemu LightCycler® 96 (Roche).

Reakcje prowadzono zgodnie z nastepujacym profilem temperaturowym:

Denaturacja
95°C 15 min 1
wstepna
Denaturacja 95°C 15s

Ustalono gradienty temperaturowe
w zaleznosci od par primeréw
stosowanych w poszczegélnych

Przytaczanie , 40
probach: 30s
starteréw 50°C-54°C
51°C-55°C

lub 55°C-58°C
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Amplifikacja 72°C 30s 40

Denaturacja Od 72°Cdo 97°C 1s na kazdy 1°C 1

Specyficzno$¢ reakcji potwierdzono na podstawie obecnosci pojedynczego piku
na krzywej topnienia. Wszystkie analizy prowadzono w trzech powtdrzeniach
technicznych. Dla kazdej pary primerdéw przeprowadzano réwniez reakcje kontrolne
bez matrycy cDNA (ang. no template control, NTC).

Wybrane produkty reakcji qPCR poddano sekwencjonowaniu w celu dodatkowego
potwierdzenia specyficznosci dziatania zastosowanych w reakcji primerdw.

Sekwencjonowanie przeprowadzono w firmie Genomed S.A. (Warszawa).
4.3.6 Analizailosciowa i jakosciowa kwasow nukleinowych

Catkowite RNA, mRNA, produkty reakcji qPCR oraz biblioteki cDNA analizowano
z wykorzystaniem spektrofotometru NanoDrop 2000 (Thermo Fisher Scientific) oraz
analizatora kapilarnego Bioanalyzer 2100 (Agilent). Do analizy jakosci i ilosci RNA
zastosowano zestaw RNA 6000 Pico Kit (Agilent), natomiast do oceny bibliotek cDNA -
High Sensitivity DNA Kit (Agilent), zgodnie z instrukcjami producenta. Dodatkowo,
biblioteki cDNA poddawano analizie ilosciowej metoda fluorymetryczng przy uzyciu

aparatu Qubit oraz zestawu Qubit dsDNA HS Assay Kit.
4.3.7 Przygotowanie bibliotek cDNA do sekwencjonowania

Synteza bibliotek ¢cDNA do analizy transkryptomdw poszczegdlnych faz syntezy

i eksportu poli(A)RNA

Po analizie iloSciowej i jakoSciowej, catkowite RNA poddano deplec;ji
rybosomalnego RNA przy uzyciu zestawu RiboMinus™ Plant Kit for RNA-Seq
(Invitrogen), zgodnie z protokotem udostepnionym przez producenta. Otrzymane
RNA ponownie oceniono pod wzgledem jakosci i ilosci, a nastepnie wykorzystano jako

matryce do syntezy bibliotek cDNA przeznaczonych do sekwencjonowania.

Zarowno w przypadku RNA catkowitego, jak i mRNA, do przygotowania bibliotek
wykorzystano komercyjny zestaw NEBNext® Ultra™ Il RNA Library Prep with Sample
Purification Beads (New England Biolabs). Wszystkie etapy przygotowania bibliotek
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cDNA przeprowadzono zgodnie z instrukcjg producenta. Procedura obejmowata
kolejno: fragmentacje RNA i dotaczenie primerdw, synteze pierwszej, a nastepnie
drugiej nici cDNA, oczyszczenie dwuniciowego cDNA przy uzyciu kulek magnetycznych,
przygotowanie koncéw bibliotek, ligacje adapteréw, oczyszczenie produktow ligacji
przy uzyciu kulek NEBNext®, wzbogacenie DNA z przytaczonymi adapterami za pomoca

PCR oraz koncowe oczyszczenie produktow reakcji PCR.

Dla kazdej z 30 prob RNA przygotowano osobng biblioteke cDNA. W ponizszej tabeli

przedstawiono szczegétowe informacje dotyczace kazdej z przygotowanych préb:

total RNA wczesne stadium 1
total RNA stadium 1

total RNA poznie stadium 1
total RNA stadia2 oraz 3
total RNA stadia4 oraz5
mMRNA wczesne stadium 1
mMRNA stadium 1

mRNA poznie stadium 1
mMRNA stadia 2 oraz 3
mMRNA stadia4 oraz5

*

litery a, b oraz c znajdujace sie przy numerze danej proby odpowiadaja kolejnym

powtdrzeniom technicznym

4.3.8 Sekwencjonowanie i analiza bioinformatyczna

Analiza iloSciowa, jakosciowa, sekwencjonowanie préb oraz wstepna analiza
bioinformatyczna zostaty wykonane przez firme Genomed S.A. w Warszawie.
Przygotowano dane pochodzace z sekwencjonowania nowej generacji dla 30 bibliotek
cDNA. Sekwencjonowanie wykonano na sekwenatorze NovaSeq6000 (lllumina) w trybie
PE 150 zasad. Podstawowa analiza bioinformatyczna polegata na przycinaniu

i filtrowaniu jakosciowym odczytéw dla 30 probek matych cDNA.
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Pierwszym wykonanym etapem byto przyciecie surowych odczytow, ktére zostato
wykonane przy uzyciu programu Cutadapt v3.0. Filtrowanie przeprowadzono przy
zastosowaniu minimalnej dtugosci odczytow m 15. Kolejno przeprowadzono kontrole
jakosci odczytéw przy uzyciu programu FastQC (version 0.11.8), na podstawie ktdrej
sporzadzono raport podsumowujacy stan probek po wstepnej obrobce. Dodatkowo
wykorzystano program MultiQC do stworzenia zbiorczego raportu dla wszystkich
sekwencjonowanych probek. Wyniki otrzymano w postaci listy transkryptéw

w formacie FASTA do dalszej analizy.

Dalsza analiza bioinformatyczna, w ramach wspotpracy, zostata przeprowadzona przez
dr hab. Michata Szczesniaka z Instytut Biologii i Ewolucji Cztowieka, Szkoty Nauk
Przyrodniczych, Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu. Celem prac
bioinformatycznych byto mapowanie uzyskanych odczytéw na genomy Larix kaempferi
oraz Larix sibirica, a takze wzajemne mapowanie odczytéw pomiedzy probkami
pochodzacymi z réznych faz cyklu syntezy i eksportu poli(A)RNA. Zabieg ten umozliwit
identyfikacje sekwencji transkryptow zawierajacych introny, ktére czasowo pozostaja
niewyciete. Dzieki  zastosowaniu  opracowanych  kryteriow  pozwalajacych
na zaklasyfikowanie sekwencji jako retencyjne introny, mozliwe byto ich wiarygodne
wyodrebnienie. Na podstawie uzyskanych danych opracowano baze zawierajaca
transkrypty z retencyjnymi intronami, obecne w komérkach na réznych etapach cyklu
syntezy i eksportu poli(A)RNA. Stanowita ona cenne zrédto informacji niezbednych

do zaplanowania kolejnych etapéw badan.
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5. WYNIKI
5.1 Czastrwania poszczegolnych stadiow cyklu syntezy i eksportu poli(A)RNA

Jak przedstawiono we wstepie niniejszej pracy, wczesniejsze badania wykazaty,
ze synteza mRNA w mikrosporocytach modrzewia przebiega w sposéb pulsacyjny
(Rudzka i wsp. 2022). Duza czes¢ mRNA pozostaje jednak w jadrze komdrkowym
nadtugo po syntezie i ulega wyraznej akumulacji w ciatach Cajala. Nastepnie jest
stopniowo transportowana do cytoplazmy, gdzie podlega translacji (Rudzka i wsp.
2022). Dotychczasowe analizy obejmowaty pojedynczy cykl syntezy i eksportu
poli(A)RNA, umozliwiajac wyrdznienie kolejnych etapdw tego procesu poprzez zmiany
w poziomie i rozmieszczeniu poli(A)RNA w komoérce (Rudzka i wsp. 2022).
Dotychczasowe badania nie okreslaty jednak precyzyjnych ram czasowych
poszczegblnych etapdw cyklu syntezy i eksportu poli(A)RNA, dlatego podjeto prébe ich
doktadnego ustalenia. W tym celu materiat pobierano codziennie z tej samej gatezi,
nastepnie izolowano protoplasty i przeprowadzano reakcje hybrydyzacji in situ
dla poli(A)RNA, aby mozliwa byta identyfikacja konkretnego stadium. Zbadanie czasu
trwania pojedynczego cyklu, mozliwe byto ze wzgledu na wystepowanie wysokiej
synchronicznosci  rozwojowej mikrosporocytow w pakach izolowanych z tej samej
gatezi (92,9%) (Supl.1; Supl.2)(Rudzka i wsp. 2022). Wyniki wykazaty, ze pojedynczy cykl
syntezy i eksportu poli(A)RNA trwa od 10 do 11 dni. Najdtuzszym etapem jest stadium 1,
ktore trwa 8-9 dni. Nalezy tutaj podkresli¢, ze jest to moment wzmozonej syntezy

poli(A)RNA orazich ,zatrzymania” na terenie jgdra komoérkowego (Ryc.13).

Jednoczesnie wykonano reakcje immunoznakowania ufosforylowanej seryny w pozycji
2 w powtdrzonych heptapeptydach wystepujacych w domenie CTD podjednostki RPB1
polimerazy RNA I, uwazanej za aktywna forme enzymu. Wyniki tej reakcji potwierdzity,
ze wysoki poziom poli(A)RNA w stadium 1 koreluje z intensywnym sygnatem
dla aktywnej formy polimerazy Il RNA, ktory zmniejsza sie w kolejnych stadiach cyklu
(Ryc.14). Wynik ten sugeruje, ze szczytowa synteza de novo poli(A)RNA przypada
na pierwsze, najdtuzsze stadium cyklu. Po uptywie okoto 8-9 dni rozpoczyna

sie stopniowy eksport poli(A)RNA do cytoplazmy, co oznacza przejscie do stadium 2 -
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poczatkowego etapu dynamicznych zmian. Nastepne stadia (2, 3, 4 i 5) trwaja krotko,
jedynie kilka do kilkunastu godzin kazde (Ryc.13). Mozna zatem przypuszczac,
ze w przypadku wiekszosci transkryptéow, gdy komoérka ,podejmie decyzje”
o koniecznosci ekspresji mRNA, kolejne etapy zachodza szybko, najprawdopodobnigj
w celu przyspieszenia syntezy produktow ekspresji (Rudzka i wsp. 2022).

WYSOKA NISKA

AKTYWNOSC TRANSKRYPCYJNA I TYWNOSC TRANSKRYPCYJNA
STADIUM 1 STADIUM 2 STADIUM 3 STADIUM 4 STADIUM 5
i o

- //g.-- =\
y s . \ /4 . - |
.:.“I!I" //
N P

poziom
poli(A)RNA

CZAS 8-9 dni i 24 godziny

24 godziny

Ryc. 13 Cykl syntezy i eksportu  poli(A)RNA z uwzglednieniem czasu trwania
poszczegdlnych stadiow. Poliadenylowane RNA podczas stadium 1 jest zlokalizowane
prawie wytgcznie w jgdrze (zaréwno w nukleoplazmie, jak i w ciatach Cajala),
w tym momencie obserwowana jest rowniez wzmozona aktywno$¢ transkrypcyjna.
W stadium 2 i 3 poli(A)RNA transportowane jest do cytoplazmy; podczas pierwszego z tych
etapow poli(A)RNA jest nadal obecne w duzych ilosciach w jgdrze, podczas
gdy na kolejnym etapie wiekszosc jest juz wyeksportowana na teren cytoplazmy. Stadium
4 oraz 5 charakteryzujq sie niskimi poziomami poli(A)RNA w nukleoplazmie i wysokimi
poziomami w cytoplazmie, dodatkowo w stadium 5 nie obserwuje sie nagromadzenia
poliadenylowanego RNA w ciatach Cajala. CB — ciato Cajala (ang. Cajal body), Nu —

jgderko (ang. nucleolus).
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Aktywna polimeraza+
Aktywna polimeraza poli(A)RNA poli(A)RNA+DNA U2 snRNA

CB
(=:]
cB
eCB
CB®

Ryc. 14 Rozmieszczenie aktywnej formy polimerazy RNA Il podczas cyklu syntezy

Stadium 2 Stadium 1

Stadium 3

Stadium 4

Stadium5

i eksportu poli(A)RNA. Poli(A)RNA (czerwony), DNA (niebieski),U2 snRNA (biaty) - marker
ciat Cajala - dodatkowy wskaznik stuzgcy do okreslenia stadiow cyklu. Granica miedzy
jgdrem a cytoplazmgqg zaznaczona jest biatg przerywang linig. CB — ciato Cajala, Nu —

jgderko. Skala—10 ym.

Podsumowanie rozdziatu:

1. Pojedynczy cykl syntezy i eksportu poli(A)RNA trwa od 10 do 11 dni.
2. Najdtuzszym etapem jest stadium 1 trwajace od 8-9 dni, kolejne stadia trwaja

po okoto kilkanascie godzin kazde.

87



3. Duza pula jadrowego poli(A)RNA obserwowana w stadium 1 koreluje z duza pula
aktywnej polimerazy Il RNA. Pula polimerazy znacznie zmniejszata sie w stadiach
kolejnych, co sugeruje, ze szczytowa synteza de novo poli(A)RNA przypada

na pierwsze, najdtuzsze stadium cyklu.

5.2 Dwa gtowne wzorce syntezy i eksportu mRNA

Przedstawione powyzej wyniki dotycza catkowitej puli poliadenylowanych
transkryptow podczas pojedynczego cyklu syntezy i eksportu mRNA. W prowadzonych
badaniach podjeto roéwniez probe sprawdzenia jak taki cykl przebiega
dla poszczegélnych mRNA. Wczesniejsza analiza funkcjonalna transkryptomu
cytoplazmatycznego wykazata, ze wsrdd transkryptéow cytoplazmatycznych wyrdznic
mozna pie¢ gtdwnych grup mRNA kodujacych biatka zwigzane z: (1) transkrypcja
i modyfikacjami posttranskrypcyjnymi; (2) rybosomami, modyfikacjami translacyjnymi
i posttranslacyjnymi biatek; (3) mitochondriami i przemianami energii; (4) fotosynteza
i plastydami; oraz (5) cytoszkieletem i $ciang komodrkowa (Rudzka 2020).
Do szczegétowej analizy wybrano mRNA  kodujace biatka zaangazowane
W najwazniejsze procesy biologiczne (zidentyfikowane na podstawie kategorii GO)
i sprawdzono wzorzec ekspresji konkretnych mRNA w odniesieniu do globalnej retencji
wszystkich poliadenylowanych transkryptow. W oparciu o dane transkryptomiczne
zaprojektowano sondy komplementarne do sekwencji eksonowych badanych mRNA

a nastepnie przeprowadzono reakcje in situ hybrydyzacji.

Analizie poddano mRNA kodujace nastepujace biatka: (1) zwigzane z metabolizmem
RNA: RPB10 —podjednostka polimerazy RNA Il, SERRATE— biatko zaangazowane
w alternatywne splicing i szlak biogenezy mikroRNA, (2) zwigzane z translacja: eFla—
czynnik elongacji translacji la, (3) zwigzane z cytoszkieletem: ACT—aktyna, oraz
(4) zwigzane z organizacjg organelli SDH—dehydrogenaza bursztynianowa.
Na podstawie czasu spedzonego w jadrze oraz zapoczatkowania momentu eksportu,
wyrézniono dwa gtéwne wzorce syntezy i eksportu mRNA.

Pierwszy z wzorcdw charakteryzowat sie dtugim czasem jadrowej retencji, az do 3/4

stadium 3/4 cyklu, oraz wczesnym rozpoczeciem eksportu tj. w stadium 1.
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Do mRNA charakteryzujacych sie tym wzorcem ekspresji nalezaty: mRNA kodujace
RBP10 oraz ACT (Ryc.15). Ten sam wzorzec retencji stwierdzono réwniez dla mRNA
kodujgcych biatka: SNRP27, PER40, DNJ, PEP, PABP4 (Rudzka 2020; Wrdblewska-

Ankiewicz dane niepublikowane).

MRNA aktyny +
mMRNA aktyny poli (A)RNA+DNA U2snRNA

Stadium 2 Stadium 1

Stadium 3

Stadium5 Stadium 4

Ryc. 15 Pierwszy wzorzec syntezy i eksportu mRNA. Dystrybucja mRNA kodujgcego biatko
aktyne podczas cyklu poli(A)RNA. mRNA aktyny (zielony) pozostaje w jgdrze do stadium 3
cyklu. Eksport rozpoczyna sie w stadium 1 i mRNA aktyny jest obecne w cytoplazmie
do konca cyklu. Poli(A)RNA (czerwony), DNA (niebieski), U2 snRNA (biaty). Granica miedzy
jgdrem a cytoplazmq zaznaczona jest biatq przerywang linig. CB — ciato Cajala, Nu —

jgderko. Skala—10 um.

Drugi wzorzec w przeciwienstwie do pierwszego charakteryzowat sie krotkim okresem
jadrowej retencji (do drugiego stadium cyklu) oraz pézniejszym rozpoczeciem eksportu
mRNA (od drugiego/trzeciego stadium). Ten profil ekspresji byt charakterystyczny
dla mRNA kodujacego biatka eFla (Ryc.16) oraz SERRATE (Ryc.17). Ten sam wzorzec
retencji wykazano dla mRNA kodujacego czynniki translacyjne takiej jak: RS6, elF5b
(Rudzka 2020; Wrdblewska-Ankiewicz dane niepublikowane). W przypadku
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obu przedstawionych wzorcéw cytoplazmatyczna pula danego mRNA wzrastata

z czasem az do samego konca cyklu.

mMRNA eFla+
mMRNA eFla poli(A)RNA DNA poli(A)RNA+DNA U2 snRNA

Stadium 3 Stadium 2 Stadium 1

Stadium 4

Stadium5

Ryc. 16 Drugi wzorzec syntezy i eksportu mRNA. Rozktad mRNA kodujgcego czynnik eFla
podczas cyklu poli(A)RNA. mRNA eFla (zielony) pozostaje w jgdrze do stadium 2 cyklu
a nastepnie na przetomie stadium 2 | 3 jest natychmiastowo eksportowane na teren
cytoplazmy. mRNA jest obecne w cytoplazmie do konca cyklu. Poli(A)RNA (czerwony),
DNA (niebieski), U2 snRNA (biaty). Granica miedzy jgdrem a cytoplazmq zaznaczona jest
biatg przerywangq linig. CB — ciato Cajala, Nu — jgderko. Skala—10 um.

W przypadku mRNA kodujacego biatko SERRATE oprocz analizy dystrybucji tych mRNA
wykonano réwniez reakcje immunoznakowania, aby sprawdzi¢ czy mRNA podlegajace
retencji wykorzystywane sg ostatecznie do syntezy biatek. Wyniki ujawnity, ze masowy

eksport mRNA kodujacego biatko SERRATE do cytoplazmy w stadium 3 i 4 cyklu
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(Ryc.17A) poprzedza moment pojawienia sie biatka SERRATE w cytoplazmie pod koniec
cyklu (Ryc.17B).

MRNA serrate +
mMRNA serrate poli(A)RNA poli(A)RNA + DNA U2 snRNA

biatko serrate +
biatko serrate polifA)RNA DNA poli(A)RNA + DNA U2snRNA

Stadium 3 Stadium 2

Stadium 4

Stadium 5 n Stadium 5

Ryc. 17 Analiza mRNA SERRATE i biatka SERRATE w cyklu poli(A)RNA. (A) mRNA SERRATE
(zielony) jest zatrzymywane w jgdrze do stadium 2 cyklu poli(A)RNA i natychmiastowo
eksportowane na teren cytoplazmy na przetomie stadium 2 i 3. Transkrypty sq obecne
w cytoplazmie, az do korica cyklu. (B) Zatrzymane mRNA sq eksportowane do cytoplazmy
a nastepnie, pod koniec cyklu, ulegajg translacji. W stadium 5 biatka SERRATE
sq syntetyzowane w duzych ilosciach w cytoplazmie z puli mRNA przetworzonej w cyklu.
Granica miedzy jgdrem a cytoplazmqg zaznaczona jest biatg przerywang linig. Poli(A)RNA
(czerwony), DNA (niebieski), U2 snRNA (biaty). CB — ciato Cajala, Nu — jgderko. Skala -

10um.
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Opréocz  dwodch dominujacych wzorcdw, zaobserwowano takze inne, odbiegajace
od nich, co sugeruje mozliwo$¢ precyzyjnej adaptacji systemu do zapotrzebowania
na specyficzne biatko w odpowiednim czasie. Byty one jednak reprezentowane przez
znacznie wezsza liczbe transkryptow. Przyktadem mRNA o alternatywnym wzorcu
syntezy i eksportu jest mRNA kodujace biatko SDH (Ryc.18). W przypadku transkryptow
kodujacych biatko SDH, mRNA obecne byto na terenie jadra do 3 stadium cyklu

a eksport odbywat sie na przetomie 2 oraz 3 stadium.

MRNA SDH+
mRNA SDH poli(A)RNA DNA poli(A)RNA+DNA U2 snRNA
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Ryc. 18 Alternatywny wzorzec syntezy i eksportu mRNA. Rozktad mRNA SDH podczas cyklu
poli(A)RNA. mRNA SDH (zielony) jest obecne w jgdrze do 3 stadium cyklu poli(A)RNA,
a eksport rozpoczyna sie na przetomie stadium 2 i 3. mRNA jest obecne na terenie
cytoplazmy od drugiego stadium az do korica cyklu. Granica miedzy jgdrem a cytoplazmg
zaznaczona jest biatqg przerywangq linig. Poli(A)RNA (czerwony), DNA (niebieski), U2 snRNA
(biaty). CB — ciato Cajala, Nu — jgderko . Skala - 10 um.
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Poza wystepowaniem odmiennych wzorcdw syntezy i eksportu poszczegdlnych mRNA,
warto tutaj zwroci¢ uwage na roznice w lokalizacji okreslonych transkryptow w obrebie
kompartymentdw jadrowych. Charakterystyczny obraz wyraznej akumulacji catkowitej
puli poliadenylowanych transkryptow na terenie ciat Cajala oraz ich wystepowania
naterenie cytoplazmy nie zawsze pokrywat sie z obrazem uzyskanym dla mRNA
kodujgcego Scisle okreslone biatko. W pewnych przypadkach zaobserwowano
powielenie tego specyficznego wzorca dystrybucji (np. dla mRNA kodujacych eFla
czy RPB10), natomiast w przypadku niektorych analizowanych mRNA, rozktad
ten byt odmienny. Przyktadowo mRNA kodujace aktyne (Ryc.15), nie akumulowato
sie wyraznie na terenie ciat Cajala. Ich poziom byt poréwnywalny zaréwno na terenie

nukleoplazmy jaki CB.

Podsumowanie rozdziatu:

1. Przeprowadzona analiza pozwolita na wyrdznienie dwdch gtéwnych wzorcow
ekspresji mMRNA w mikrosporocytach modrzewia; pierwszy wzorzec (transkrypty
dtugoretencyjne) - dtugi czas retencji oraz wczesny eksport, drugi wzorzec
(transkrypty krotkoretencyjne) - krotki okres retencji oraz opdzniony eksport
MRNA.

2. Reakcja immunoznakowania biatka SERRATE wykazata, ze mRNA podlegajace
retencji ostatecznie sg wykorzystywane jako matryca do syntezy kodowanego
przez nie biatka.

3. Zobserwowano réwniez istnienie alternatywnych wzorcéw, co sugeruje
mozliwos$¢ precyzyjnej adaptacji systemu do zapotrzebowania na specyficzne

biatko w odpowiednim czasie.
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5.3 Ciata Cajala jako miejsce akumulacji niedojrzatych form transkryptow

5.3.1 Szczegotowa analiza transkryptow kodujacych biatka podjednostki RPB10
polimerazy RNA Il

Badania przeprowadzone we wczesniejszych latach wykazaty akumulacje
niedojrzatych form mRNA kodujacych biatka: SmD1, SmD2 i SmG (Rudzka i wsp. 2022),
gtdwnie w obrebie molekularnych kondensatéw jakimi sg ciata Cajala. Ze wzgledu
na opisywane powyzej odmienne wzorce lokalizacji retencyjnych mRNA, w kolejnym
kroku sprawdzono, czy akumulacja mRNA na terenie CB moze mie¢ zwigzek
ze stopniem ich dojrzatosci. Bazujac na wczesniejszych wynikach przypuszczano,
ze akumulacja w obrebie MLO, moze byc charakterystyczna gtownie dla pre-mRNA,
ktore wymagaja jeszcze dodatkowego post-transkrypcyjnego splicingu by mogty zostaé
wykorzystane na dalszych etapach do syntezy biatka. Aby to potwierdzi¢ analizie

poddano liczna grupe transkryptow.

Pierwszym mRNA poddanym szczegétowej analizie byto dtugoretencyjne mRNA
kodujace podjednostke RPB10 polimerazy RNA Il. Podjednostka PRB10 jest sktadnikiem
kompleksu polimerazy RNA Il (Pol II), ktéry odgrywa kluczowa role w transkrypcji
gendéw kodujacych biatka u eukariontow. Polimeraza RNA Il jest wielosktadnikowym
enzymem odpowiedzialnym za synteze mRNA, snRNA oraz miRNA, co czyni
ja centralnym elementem procesu ekspresji gendéw. PRB10 bierze udziat w formowaniu
rdzenia polimerazy RNA Il oraz petni funkcje strukturalna, stabilizujac interakcje
pomiedzy innymi podjednostkami kompleksu. Biatko to jest jedna z mniejszych
podjednostek w kompleksie Pol I, ale jego rola jest istotna ze wzgledu na udziat
w procesach inicjacji, elongacji i zakonczenia transkrypcji (Cramer i wsp. 2001).
Doktadna analiza tego mRNA wydata sie szczegdlnie interesujaca ze wzgledu
na obserwowany w badanym modelu pulsacyjny charakter aktywnosci transkrypcyjnej.
Dodatkowo przeprowadzona zostata réwniez reakcja immunoznakowania

do nieufosforylowanej formy biatka polimerazy RNAII.
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W wyniku przeprowadzonego doswiadczenia ustalono, ze retencji podlega pre-mRNA
RPB10 z retencyjnym intronem drugim (Ryc.19). Te pre-mRNA ulegaty retencji
w nukleoplazmie, ale gtéwnym miejscem ich akumulacji byty ciata Cajala. Wysokie
nagromadzenie tych pre-mRNA w CB obserwowano przez trzy kolejne stadia (1-3)
(Ryc.19A). W petni dojrzate mRNA RPB10 (po post-transkrypcyjnym splicingu intronu
drugiego) pojawiaty sie na terenie jadra na etapie stadium 2 cyklu syntezy i eksportu
poli(A)RNA, jednak byty obecne tylko i wytacznie na terenie nukleoplazmy (Ryc.19B).
W petni dojrzate transkrypty nigdy nie kumulowaty sie na terenie ciat Cajala. Warto
zwrécié tu réwniez uwage na charakterystyczng lokalizacje dojrzatych mRNA
na obwodzie jadra komorkowego w stadium 2. Taka peryferyczna lokalizacja na terenie
jadra, sugeruje prawdopodobnie przygotowanie dojrzatych transkryptéw do eksportu
na teren cytoplazmy. W kolejnych etapach ilos¢ mRNA RPB10 w cytoplazmie wzrastata
az do piatego stadium, kiedy to obserwowany sygnat byt najsilniejszy. Pojawienie
sie duzej ilosci dojrzatych transkryptow w cytoplazmie korelowato z pojawieniem
sieduzej puli nieufosforylowanej formy biatka polimerazy RNA Il w tym samym
przedziale komdrkowym (Ryc.19C). Dane te sugeruja, ze najprawdopodobniej jest
tomoment, w ktérym s3 syntetyzowane poszczegdlne biatka polimerazy Il RNA,
a nastepnie sa sktadane w gotowe do uzycia enzymy. Wyniki te stanowig potwierdzenie,
ze retencyjne pre-mRNA RPB10 sa w petni funkcjonalne, poniewaz po okresie

akumulacji w CB sg one uwalniane do cytoplazmy, gdzie podlegaja dalszej ekspresji.
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A [E1 T E2 Jommml €3 ] MRNA RPB10+

mRNA RPB10 poli(A)RNA DNA poli(A)RNA+DNA U2 snRNA

stage 2 stagel

stage 3

B mRNA RPB10O+
mRNA RPBlO poli(A)RNA poli(A)RNA+DNA U2 snRNA

NP biatko Pol Il RNA
C NP biatko Pol RNA II poli(A)RNA + poli(A)RNA+DNA U2 snRNA

stage 2

stage 5

stage 4

stage 5

Ryc. 19 Szczegotowa analiza mRNA kodujgcego podjednostke RPB10 polimerazy RNA Il
i nieufosforylowanego biatka polimerazy RNA Il (ang. non-phosphorylated, NP).
(A) Dystrybucja pre-mRNA kodujgcego polimeraze RNA Il z retencyjnym intronem drugim
w poréwnaniu do ogdlnej puli poliadenylowanych transkryptow. Znakowanie sekwencji
intronu drugiego obecnego w mRNA (zielony) wykazato, Ze sekwencja ta ulega akumulacji

w nukleoplazmie oraz ciatach Cajala od pierwszego do trzeciego stadium cyklu
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poli(A)RNA. Symbole E1, E2, E3 reprezentujg odpowiednio pierwszy, drugi i trzeci ekson
transkryptu. Zielona linia oznacza sekwencje drugiego (retencyjnego) intronu,
do wykrycia ktérej uzyto komplementarnej sondy. (B) Po usunieciu zatrzymanego intronu,
mMRNA nie gromadzq sie juz w ciatach Cajala. Dojrzate mRNA kodujgce podjednostke
RPB10 polimerazy RNA Il sqg nieobecne w ciatach Cajala we wszystkich stadiach. Podczas
stadium 1 i 2 obecne sq w nukleoplazmie, przy czym w stadium 2 wyraznie koncentrujq
sie przy btonie jgdrowej. W stadium 4 i 5 sq obecne gtownie w cytoplazmie. Zielona linia
oznacza fragment sekwencji korica 3’ eksonu drugiego (E2) i fragment sekwencji korica
5’eksonu trzeciego (E3). Sonda komplementarna do tej sekwencji (E2-E3) hybrydyzuje,
wykrywajgc transkrypt po splicingu intronu drugiego. (C) Zatrzymane mRNA
sq eksportowane do cytoplazmy i podlegajg translacji. Nowe nieufosforylowane biatka
polimerazy RNA Il sq syntetyzowane w duzych ilosciach w cytoplazmie z puli mRNA
przetworzonej w cyklu. Granica miedzy jgdrem a cytoplazmqg zaznaczona jest biatg
przerywang linig. Poli(A)RNA (czerwony), DNA (niebieski), U2 snRNA - (biaty). CB- ciato

Cajala, Nu — jgderko. Skala - 10 ym.

5.3.2 Pre-mRNA kodujace rozne biatka Sm ulegaja retencji w tym samym czasie

i akumuluja sie w tych samych miejscach

Wczesniejsze badania wykazaty akumulacje nie w petni dojrzatych form mRNA
kodujacych biatka Sm, gtéwnie w obrebie molekularnych kondensatéw jakimi s3 ciata
Cajala (Rudzka i wsp. 2022). Badania te jednak pokazywaty lokalizacje pojedynczych
retencyjnych mRNA, nie pokazujac czy proces retencji réznych mRNA kodujacych biatka
Sm przebiega w komdrkach w taki sam sposéb. W celu uzyskania takiej informacji
opracowano technike, ktéra pozwolita na lokalizacje dwdch sond znakowanych
digoksygening skierowanych do dwdch réznych mRNA - multi-indirect FISH (szczegbty
ponizej).

Wczesniejsze badania wykazaty, ze retencyjnymi formami mRNA kodujacymi biatka
Sm s3: mRNA kodujace biatko SmD1 z zachowanym zaréwno pierwszym jak i drugim
intronem, mMRNA kodujace biatko SmD2 z zachowanym trzecim intronem oraz mRNA
kodujace biatko SmG z zachowanym pierwszym intronem. Dla wyzej wymienionych

mRNA przeprowadzono in situ hybrydyzacje w taki sposéb, aby méc jednoczesnie
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zlokalizowa¢ dwa mRNA kodujgce rézne biatka Sm, w réznych konfiguracjach,
natle poliadenylowanych  transkryptow. Przeprowadzona analiza  wykazata,
ze wszystkie badane mRNA ulegaty jadrowej retencji w tym samym czasie (Ryc.20).
Badane mRNA wspotwystepowaty na terenie nukleoplazmy, niemniej jednak
ich kumulacja byta najwyzsza w ciatach Cajala (Ryc.21). Wyniki te sugeruja

zaangazowanie tych domen jadrowych w retencje nie w petni dojrzatych mRNA.
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Stadium 2

Ryc. 20 Retencja pre-mRNA Sm zachodzi gtéwnie w ciatach Cajala. Pre-mRNA SmG, SmD1
i SmD2 zostaty wyznakowane przy uzyciu sondy komplementarnej do intronu wskazanego
na diagramie powyzej kazdego panelu (zielony i czerwony). DNA (niebieski), poli(A)RNA
(biaty). Granica miedzy jgdrem a cytoplazmq zaznaczona jest biatq przerywang linig. CB —

ciato Cajala, Nu — jgderko. Skala - 10 um.
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Ryc. 21 Poréwnanie rozmieszczenia roznych form mRNA Sm. Profile intensywnosci

fluorescencji wzdtuz wyznaczonej biatej linii.
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Dotychczasowe badania wskazuja, ze istnieje szczegdlna korelacja pomiedzy
akumulacja tych pre-mRNA w CB a pojawieniem sie mRNA w cytoplazmie. Maksymalny
poziom pre-mRNA biatek Sm w ciatach Cajala odnotowano w stadium 3, kiedy to pula
cytoplazmatyczna mRNA jest bardzo niska. W kolejnym stadium poziom pre-mRNA
CB gwattownie spada, a poziom cytoplazmatycznego mRNA wzrasta, co moze

wskazywac na eksport tych mRNA na teren cytoplazmy (Rudzka i wsp. 2022).

Aby sprawdzi¢ czy dojrzate mRNA biatek Sm obecne na terenie cytoplazmy ulegaja
translacji (podobnie jak transkrypty kodujace podjednostke RPB10 i biatko SERRATE),
przeanalizowano dystrybucje biatek Sm w mikrosporocytach modrzewia podczas
trwania cyklu syntezy i eksportu poli(A)RNA. Najwyzszy poziom znakowania biatek
naterenie cytoplazmy, ktéore mozemy uzna¢ jako nowopowstate biatka,
tuz po translacji, obserwowany byt w stadium 5 cyklu (Ryc.22). Jak wykazaty
wczesniejsze badania jest to moment, w ktdérym obserwuje sie wysoki poziom w petni
dojrzatego mRNA na terenie cytoplazmy, a w jadrze nie ma juz retencyjnych pre-mRNA

(Rudzka i wsp. 2022).

Biatka Sm +
Biatka Sm poli(A)RNA DNA poli(A)RNA + DNA U2 snRNA

Stadium5

Ryc. 22 Lokalizacja biatek Sm w stadium 5 cyklu syntezy i eksportu poli(A)RNA. W ostatnim
stadium cyklu biatka Sm znajdujq sie gtownie na terenie cytoplazmy. Biatka Sm (zielony),
poli(A)RNA (czerwony), DNA (niebieski), U2 snRNA (biaty). Granica miedzy jgdrem
a cytoplazmg zaznaczona jest biatq przerywang linig. CB — ciato Cajala, Nu — jgderko.

Skala - 10 um.

Powyzsze wyniki sugeruja, ze akumulowane w CB retencyjne formy pre-mRNA
najprawdopodobniej petnig funkcje regulacyjna, kontrolujac czas eksportu mRNA,
a tym samym czas syntezy scisle okreslonych biatek. Synteza biatek Sm na koncu cyklu

mogtaby zapewnia¢ dostepnos¢ duzej ilosci czynnikéw splicingowych, ktére beda
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niezbedne na poczatku nastepnego cyklu, kiedy aktywno$¢ transkrypcyjna ponownie

osigga wysoki poziom.

Opracowanie techniki multi-indirect FISH

Opracowanie efektywnej metody multi-indirect FISH stanowito spore wyzwanie tej
czesci badan. Poczatkowe proby, zaktadajace jednoczesne wykorzystanie mysiego
przeciwciata pierwotnego anty-DIG dla jednego z mRNA oraz kréliczego przeciwciata
pierwotnego anty-DIG dla drugiego lokalizowanego mRNA, nie przyniosty oczekiwanych
rezultatow. Uzycie przeciwciata mysiego nigdy nie skutkowato uzyskaniem
spodziewanego sygnatu w komorce. W zwigzku z tym ostatecznie zdecydowano sie na
zastosowanie kroliczych przeciwciat dla obu wykrywanych sond zanakowanych

digoksygening wykrywajacych dwa rozne mRNA.

Aby zapobiec krzyzowemu wigzaniu sie przeciwciat, najpierw przeprowadzono reakcje
FISH z uzyciem jednej z dwdéch sond znakowanych digoksygening, a nastepnie
wykonano immunoznakowanie z wykorzystaniem kréliczego przeciwciata pierwotnego
anty-DIG oraz koziego przeciwciata wtérnego anty-kréliczego, znakowanego
barwnikiem fluorescencyjnym. Po catkowitym wysyceniu miejsc wigzania kréliczego
przeciwciata pierwotnego anty-DIG przez przeciwciato wtdrne, preparat doktadnie
wyptukano po czym przystapiono do drugiej reakcji FISH z wykorzystaniem drugiej
sondy znakowanej digoksygening. Kolejne kroki dotyczace immunoznakowania byty

identyczne jak w przypadku pierwszej sondy.

Taki protokoét pozwolit na zastosowanie kroliczych przeciwciat do lokalizacji obu pre-
mRNA, eliminujac ryzyko krzyzowego wigzania, ktére mogtoby prowadzi¢ do uzyskania
fatszywie dodatnich wynikéw. Skutecznos¢ metody wysycania przeciwciat zostata
potwierdzona uzyskaniem réznych obrazéw fluorescencji dla dwdch reakgcji

posredniego znakowania przeprowadzonych w tej samej komorce.
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Podsumowanie:

1. Dtugoretencyjny transkrypt kodujacy RPB10, posiada retencyjny intron 2 i ulega
akumulacji na terenie ciat Cajala oraz nukleoplazmy. W petni dojrzata forma tego
mRNA obecna byta jedynie na terenie nukleoplazmy, poza CB.

2. Pod koniec cyklu dojrzate transkrypty obecne byty gtéwnie na terenie
cytoplazmy, gdzie rowniez obecne sg duze ilosci nieufosforylowanej formy
biatka polimerazy Il RNA, co sugeruje, ze w tym czasie dochodzi do translacji
mRNA i montazu podjednostek polimerazy.

3. Przeprowadzona reakcja multi-indirect FISH wykazata, ze retencja niedojrzatych
form réznych mRNA Sm zbiega sie w czasie oraz miejscu. Potwierdzono,
zetociata Cajala sg gtdwnymi miejscami koncentracji réznych pre-mRNA
w tym samym czasie.

4. mRNA, ktére ulegaty jadrowej retencji w poczatkowych etapach cyklu,

sg nastepnie eksportowane i ulegaja translacji

5.4 Analiza transkryptomu mikrosporocytow modrzewia

W kolejnym kroku analizie stopnia dojrzatosci poddano transkrypty, ktore koduja
biatka takie jak: RS2Z32 (biatko uczestniczace w regulacji alternatywnego splicingu,
stabilnosci RNA oraz transporcie RNA z jadra do cytoplazmy), THOC4 (biatko bedace
sktadnikiem kompleksu TREX, ktérego gtdwna rolg jest stabilizacja oraz eksport mRNA
zjadra do cytoplazmy), hnRNP Q-like (biatko odgrywajace kluczowa role w procesie
splicingu pre-mRNA, wptywajace na stabilnos¢ mRNA oraz jego eksport z jadra
do cytoplazmy) oraz RBM39 (biatko wigzace sie bezposrednio z RNA, odgrywajace
kluczowg role w regulacji alternatywnego splicingu oraz innych proceséw zwigzanych

ZRNA).

Analiza danych transkryptomicznych pozyskanych w latach wczes$niejszych ujawnita
istnienie potencjalnych intronéw retencyjnych w transkryptach kodujacych
wymienione powyzej biatka (Dane dostepne s3 w repozytorium RepOD
pod identyfikatorem DOI: 10.18150/0T1YUD). Identyfikacja tych intronéw byta mozliwa

dzieki mapowaniu uzyskanych odczytéw do genomu blisko spokrewnionego gatunku -
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$wierka pospolitego (Picea abies). Swierk pospolity, podobnie jak modrzew europejski
(Larix decidua Mill.), nalezy do rodziny sosnowatych (Pinaceae) i podrodziny Pinoideae.
Mimo ze ich linie ewolucyjne zaczety sie rozdzielaé okoto 50-60 miliondéw lat temu,
ich genom wykazuje wysoka homologie sekwencji nukleotydowych, co pozwala
na efektywne wykorzystanie danych genomowych sSwierka do analizy gendw

modrzewia (Ran i wsp. 2018).

W pierwszym etapie przeprowadzono mapowanie wybranych odczytow
z wykorzystaniem platformy ConGenlE.org, umozliwiajacej dostep do genomu Picea
abies. Analiza ta pozwolita na identyfikacje potencjalnych intronéw podlegajacych
retencji w czesci badanych sekwencji oraz na precyzyjne okreslenie granic pomiedzy
eksonami i intronami. Nastepnie, po przygotowaniu bazy obejmujacej informacje
ze wszystkich uzyskanych transkryptoméw (Baza danych sekewancji zawierajgcych
retencyjne introny: (http://rhesus.amu.edu.pl/sharing/logowanie.php?id=009bb6d03c),
odrebnych dla poszczegdlnych stadidow syntezy i eksportu poli(A)RNA - podijeto kolejna
probe identyfikacji transkryptéw zawierajacych retencyjne introny, wstepnie
wyselekcjonowanych na podstawie analizy przeprowadzonej przy uzyciu platformy
Congenie. Kluczowym kryterium wtaczenia transkryptu do bazy pre-mRNA
z retencyjnymi intronami byta obecnos$¢ zaréwno wariantu z intronem, jak i wariantu
pozbawionego tego intronu w co najmniej jednej z analizowanych préb. Transkrypty,
w ktdrych nie wykryto formy pozbawionej intronu, zostaty wykluczone z dalszej analizy.
Dzieki temu baza obejmowata wytacznie te pre-mRNA, ktére stanowig zrddto
dojrzatych, funkcjonalnych transkryptéw. Ostateczna analiza bioinformatyczna

wykazata obecnosc¢ retencyjnych introndw w obrebie 12 854 gendw.

Na podstawie tych danych zaprojektowano oligonukleotydowe sondy i primery
komplementarne zaréwno do sekwencji intronowych, jak i sekwencji powstatych
po ich wycieciu dla wybranych transkryptéw. Te narzedzia postuzyty do $ledzenia losow
badanych mRNA w komorce oraz przeprowadzenia dodatkowych analiz molekularnych
(qPCR, elektroforeza kapilarna, sekwencjonowanie produktéw gPCR), majacych na celu

potwierdzenie obecnosci réznych form transkryptow.
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5.4.1 Walidacja wynikow analizy transkryptomu na podstawie wybranych

transkryptow

Ponizsza tabela stanowi podsumowanie wynikéw przeprowadzonych analiz

dla wszystkich badanych transkryptéw (Ryc.23).

re-m > n -like isoform
p RNA RS2Z32 | THOC4 | hnRNP Q-like isof: X1 | RBM39
+ + + +

qPCR + bioanalyser + + o

se kwem:] onowanie
+ + +

produktu

RS27Z32 | THOC4 | hnRNP Q-like isoform X1 | RBM39

qPCR + bioanalyser + + +
se kwenc] onowanie
+ + :
produktu
analiza RS2Z32 | THOC4 | hnRNP Q-like isoform X1 | RBM39
transkryptomu

(obecnos¢ obu form)

Ryc. 23 Tabela podsumowujgca wyniki analiz badanych transkryptow. W gornej czesci
tabeli przedstawiono wyniki dla pre-mRNA uzyskane w analizach FISH, qPCR
+ bioanalyser oraz sekwencjonowaniu produktéw. Srodkowa czes¢ tabeli zawiera wyniki
analizmRNA. Na dole tablicy zamieszczono informacje o wynikach analizy transkryptomu,
w ktorej poszukiwano zaréwno sekwencji pre-mRNA, jak i jego dojrzatej formy. Symbol

“+‘oznacza wynik pozytywny przeprowadzonej analizy, a “=’wynik negatywny.

Pre-mRNA RS2732

RS2Z32 nalezy do rodziny biatek bogatych w seryne i arginine (biatka SR), ktore
uczestnicza w regulacji alternatywnego splicingu, stabilnosci RNA oraz transporcie RNA
z jadra do cytoplazmy. Jak wszystkie biatka z tej rodziny, RS2Z32 posiada
charakterystyczne motywy SR, umozliwiajace interakcje z innymi biatkami oraz

wigzanie RNA. Transkrypt kodujacy RS2Z32 czesto podlega alternatywnemu
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splicingowi, w wyniku czego powstajg rézne izoformy o odmiennych wtasciwosciach
funkcjonalnych. Izoformy te moga regulowaé rozne aspekty procesu splicingu,

wptywajac tym samym na ekspresje gendw (Rauch i wsp. 2014).

Analiza danych transkryptomicznych ujawnita obecnos$¢ retencyjnego intronu
czwartego w transkrypcie RS2Z32 (Supl.3; Supl.4). Wyniki fluorescencyjnej hybrydyzacji
in situ potwierdzajg akumulacje pre-mRNA RS2Z32 z niewycietym intronem 4,

gromadzacego sie w ciatach Cajala oraz w nukleoplazmie (Ryc. 24).

[(ETTE2TE3 T £z [ E5 T €6 ] MRNA RS2Z232 +
MRNA RS2Z232 polilA)RNA polil(A)RNA + DNA U2 snRNA

Stadium 2 Stadium 1

Stadium 3

Stadium 4

Stadium5

Ryc. 24 Analiza pre-mRNA biatka RS2Z32 w cyklu poli(A)RNA. Pre-mRNA RS2Z32 (zielony)
ulega akumulacji na terenie jgdra komorkowego przez caty czas trwania cyklu. Jednak
jego najsilniejsza akumulacja w obrebie CB i nukleoplazmy dotyczy w stadium 2.

Poli(A)RNA (czerwony), DNA (niebieski), U2 snRNA (biaty). Granica miedzy jgdrem
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a cytoplazmq zaznaczona jest biatg przerywang linig. CB — ciato Cajala, Nu — jgderko.

Skala - 10 um.

Pre-mRNA z retencyjnym intronem 4 obserwowano w jadrze komoérkowym przez caty
cykl, jednak najsilniejsza akumulacje zaobserwowano w stadium drugim, zaréwno
w ciatach Cajala, jak i nukleoplazmie. Obecnosé formy pre-mRNA RS2Z32 z niewycietym
intronem 4 potwierdzono réwniez za pomoca analizy qPCR. W tym celu zaprojektowano
primery: jeden komplementarny do fragmentu retencyjnego intronu 4, a drugi
do sekwencji wewnatrz eksonu 5 (Ryc.25; Supl.5). Nastepnie otrzymany produkt
poddano elektroforezie kapilarnej przy uzyciu urzadzenia Bioanalyzer. Wyniki
tej analizy potwierdzity obecnos¢ produktu o przewidywanej dtugosci 111 nukleotydéw

(Supl.6).

111 nt

i -
oo | coon o BB e |-

Ryc. 25 Uproszczony schemat struktury analizowanego transkryptu pre-mRNA RS2Z32

zzaznaczonymi miejscami przytgczenia zaprojektowanych starteréw (na zielono).
Sekwencje eksonowe oznaczono kolorem szarym, natomiast retencyjny intron - kolorem
rézowym. Nad strzatkami przedstawiono przewidywang dtugos¢ produktow

PCR, wyrazong w liczbie nukleotydow (nt).

Pre-mRNA THOC4

Biatko THOC4 jest sktadnikiem kompleksu TREX, ktérego gtowna rolg jest stabilizacja
oraz eksport mRNA z jadra do cytoplazmy. Odgrywa on takze istotna role
w prawidtowym przebiegu proceséw transkrypcji oraz splicingu. Podobnie
jak w przypadku biatka RS2Z32, wystepujg rézne izoformy biatka THOC4,
charakteryzujace sie odmiennymi wtasciwosciami i petnigce rézne funkcje. To pozwala
komorce dynamicznie reagowac na zmieniajace sie warunki wewnetrzne i zewnetrzne

(Jimeno i wsp. 2002).
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Analiza danych transkryptomicznych wskazywata na obecno$¢ retencyjnego intronu
trzeciego w transkrypcie kodujacym biatko THOC4 (Supl.9; Supl.10). Wyniki
przeprowadzonej fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ potwierdzaja obecnos¢ pre-

mRNA THOC4 z niewycietym intronem 3, ktory akumuluje sie gtéwnie w nukleoplazmie

(Ryc. 26).
mRNA THOC4 +
mRNA THOC4 poli(A)RNA DNA poli(A)RNA + DNA U2 snRNA
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Ryc. 26 Analiza pre-mRNA biatka THOC4 w cyklu poli(A)RNA. Pre-mRNA THOC4 (zielony)
obecne jest na terenie nukleoplazmy od pierwszego do czwartego stadium. Jednak jego
najsilniejsza akumulacja w tym przedziale jgdrowym obserwowana jest/byta w stadiach
od 1 do 3. Poli(A)RNA (czerwony), DNA (niebieski), U2 snRNA (biaty). Granica miedzy jgdrem
a cytoplazmq zaznaczona jest biatg przerywang linig. CB — ciato Cajala, Nu — jgderko.

Skala - 10 um.
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Forme retencyjna tego transkryptu obserwowano w nukleoplazmie od wczesnego
stadium pierwszego az do stadium czwartego. Od tego momentu intensywnosé
fluorescencji zaczynata spadacd, az do catkowitego zaniku w stadium pigtym. Nalezy
zauwazy¢, ze w tym przypadku wyjatkowo nie obserwowano akumulacji transkryptow

z retencyjnym intronem w ciatach Cajala.

Podobnie jak w przypadku RS2Z32, w celu potwierdzenia istnienia retencyjnej formy
pre-mRNA wykonano analize g-PCR. W tym przypadku jeden z primeréw zostat
zaprojektowany w taki sposob, aby wiazat sie z fragmentem sekwencji eksonu 3,
natomiast drugi byt komplementarny do fragmentu znajdujacego sie wewnatrz intronu
3 (Ryc.27; Supl.11). Uzyskany produkt poddano elektroforezie kapilarnej na urzadzeniu
Bioanalyzer. Wyniki elektroforezy potwierdzity obecnosé¢ produktu o oczekiwanej

dtugosci 165 nukleotyddw (Supl.12).

165 nt
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Ryc. 27 Uproszczony schemat struktury analizowanego transkryptu pre-mRNA THOC4

zzaznaczonymi miejscami przytgczenia zaprojektowanych starterow (na zielono).
Sekwencje eksonowe oznaczono kolorem szarym, natomiast retencyjny intron - kolorem
rozowym. Nad strzatkami przedstawiono przewidywang dtugos¢ produktow PCR,

wyrazong w liczbie nukleotydow (nt).

Pre-mRNA hnRNP Q-like isoform X1

Biatko hnRNP Q-like isoform X1 jest jedng z izoform biatka nalezacego do rodziny
heterogenicznych jadrowych rybonukleoprotein (hnRNP). Biatka te odgrywaja kluczowa
role w procesie splicingu pre-mRNA, wptywajg na stabilnos¢ mRNA, jego eksport z jadra
do cytoplazmy, a takze na proces translacji. Ze wzgledu na to, ze sg zaangazowane
w wiele etapdéw przetwarzania mRNA, odpowiednia regulacja ich dostepnosci

ma istotne znaczenie dla prawidtowej ekspresji gendw (Geuens i wsp. 2016).
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Dane transkryptomiczne wskazywaty na obecno$¢ retencyjnego intronu siédmego
w obrebie transkryptu kodujacego biatko hnRNP Q-like isoform X1 (Supl.15; Supl.16).
Wyniki przeprowadzonej reakcji fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ potwierdzity
obecno$¢ pre-mRNA hnRNP Q-like isoform X1 z nie wycietym intronem 7, ktére ulegaja

akumulacji na terenie nukleoplazmy oraz ciat Cajala (Ryc.28).

ET 1 E7 [ E3 Jwws{ £2 [ E5 [ F6 | £7 1 €8 mRNA THOC4 +
mRNA THOC4 poli(A)RNA DNA poli(A)RNA + DNA U2 snRNA

Wczesne
Stadium 2 Stadium 1 stadium 1

Stadium 4 Stadium 3

Stadium5

Ryc. 28 Analiza pre-mRNA biatka hnRNP Q-like isoform X1 w cyklu poli(A)RNA. Pre-mRNA
hnRNP Q-like isoform X1 (zielony) obecne jest na terenie jgdra od pierwszego do trzeciego
stadium oraz na terenie cytoplazmy we wszystkich stadiach z wyjgtkiem stadium 1.
Najsilniejszg akumulacje pre-mRNA w CB i nukleoplazmie zaobserwowano w stadium 1.
Od stadium 1 do stadium 3 intensywnosci fluorescencji na terenie jgdra maleje.

Poli(A)RNA (czerwony), DNA (niebieski), U2 snRNA (biaty). Granica miedzy jgdrem
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a cytoplazmq zaznaczona jest biatg przerywang linig. CB — ciato Cajala, Nu — jgderko.

Skala - 10 um.

Akumulacja transkryptu w jadrze byta zjawiskiem przejsciowym, obserwowanym
od stadium 1 do 3, obejmujac zaréwno ciata Cajala, jak i nukleoplazme. W kolejnych
stadiach odnotowano stopniowy spadek poziomu jadrowego pre-mRNA, ktéremu
towarzyszyt jednoczesny wzrost jego obecnosci w cytoplazmie. Od stadium 2 pojawiat
sie wyrazny, punktowy sygnat cytoplazmatyczny, utrzymujacy sie az do wczesnego

stadium 1 kolejnego cyklu.

Aby zweryfikowac obecnos$¢ formy retencyjnej intronu 7, przeprowadzono analize g-
PCR. W tym celu zastosowano primer forward wigzacy sie z fragmentem sekwencji
intronu 7 oraz primer reverse komplementarny do czesci eksonu 8 (Ryc.29; Supl.17).
Uzyskany produkt poddano elektroforezie kapilarnej w Bioanalyzerze, co potwierdzito

obecno$¢ produktu o oczekiwanej dtugosci 117 nukleotyddw (Supl.18).

117 nt
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Ryc. 29 Uproszczony schemat struktury analizowanego transkryptu pre-mRNA hnRNP Q-

like isoform X1 z zaznaczonymi miejscami przytgczenia zaprojektowanych starterow
(na zielono). Sekwencje eksonowe oznaczono kolorem szarym, natomiast retencyjny
intron - kolorem rézowym. Nad strzatkami przedstawiono przewidywang dtugosé

produktow PCR, wyrazong w liczbie nukleotyddw (nt).

Pre-mRNA RBM39

RBM39 to biatko wigzace sie bezposrednio z RNA, odgrywajace kluczowa role
w regulacji alternatywnego splicingu oraz innych proceséw zwigzanych z RNA. Nalezy
do rodziny biatek zawierajacych motywy wigzace RNA, co sprawia, ze jest istotne

w regulacji ekspresji genéow na poziomie post-transkrypcyjnym. RBM39 wspédtdziata
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zinnymi czynnikami splicingowymi, takimi jak biatka SR, a takze wptywa na stabilnos¢
transkryptow mRNA, co odgrywa wazna role w odpowiedzi komérkowej na zmienne
warunki Srodowiskowe lub stres. Dziatanie RBM39 jest szczegdlnie istotne w procesach

roznicowania komorek, proliferacji oraz odpowiedzi na stres (Wang i wsp. 2008).

Na podstawie danych transkryptomicznych ustalono obecnos$¢ retencyjnego intronu
pierwszego w obrebie transkryptu kodujacego biatko RBM39 (Supl.21; Supl22). Wyniki
fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ (FISH) wykazaty obecno$¢ pre-mRNA RBM39
z nie wycietym intronem 1, ktdre ulegajg akumulacji na terenie nukleoplazmy oraz ciat

Cajala (Ryc.30).
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CE {2 TES TEE T mRNA biatka RBM39 +
mRNA biatka RBM39 poli(A)RNA DNA poli(A)RNA + DNA U2 snRNA
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Ryc. 30 Analiza pre-mRNA biatka RBM39 w cyklu poli(A)RNA. Pre-mRNA RBM39 (zielony)
w duzej ilosci obecne jest na terenie jgdra od wczesnego stadium 1 do stadium 2 po czym
jego poziom spada az do konca cyklu. Jego akumulacja dotyczy gtownie nukleoplazmy.
Sygnat z ciat Cajala obecny jest jedynie we wczesnym stadium 1. Poli(A)RNA (czerwony),
DNA (niebieski), U2 snRNA (biaty). Granica miedzy jgdrem a cytoplazmq zaznaczona jest
biatg przerywanag linig. CB — ciato Cajala, Nu — jgderko. Skala - 10 um.
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Nagromadzenie retencyjnych transkryptow w jadrze komdrkowym obserwowano
od wczesnego stadium pierwszego do konca stadium drugiego. Transkrypty
te wystepowaty gtéwnie w nukleoplazmie, cho¢ we wczesnym stadium 1 odnotowano
ich obecnos$¢ réwniez w ciatach Cajala. Od stadium trzeciego az do konca cyklu
zaobserwowano stopniowy spadek intensywnosci fluorescencji sygnatu jadrowego.
W stadium 5 cyklu nie odnotowano obecnosci retencyjnych transkryptéw pre-mRNA

w komorce.

W celu potwierdzenia wynikow przeprowadzono dodatkowa analize przy uzyciu gPCR.
Zastosowano primer forward wigzacy sie z fragmentem sekwencji intronu 1 oraz primer
reverse komplementarny do czesci eksonu 2 (Ryc.31; Supl.23). Uzyskany produkt reakg;ji
poddano elektroforezie kapilarnej na urzadzeniu Bioanalyzer. Wyniki elektroforezy
wykazaty obecnos$¢ produktu o dtugosci 200 nukleotydéw, cho¢ spodziewano
sie produktu o dtugosci 192 nt (Supl.24). W zwigzku z tym podjeto decyzje
o przeprowadzeniu sekwencjonowania produktu qPCR, aby upewnic¢ sie, ze primery
sg specyficzne wzgledem docelowego target. Wyniki sekwencjonowania potwierdzity
specyficzno$¢ dziatania zaprojektowanych primeréw - uzyskano sekwencje pre-mRNA
kodujacego biatko RBM39 z retencyjnym intronem pierwszym. Do pordéwnania
sekwencji produktu z sekwencjg referencyjng uzyto programu Clustal Omega

udostepnianego przez Europejski Instytut Bioinformatyki EMBL.

192 nt
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Ryc. 31 Uproszczony schemat struktury analizowanego transkryptu pre-mRNA RBM39

zzaznaczonymi miejscami przytgczenia zaprojektowanych starteréw (na zielono).
Sekwencje eksonowe oznaczono kolorem szarym, natomiast retencyjny intron - kolorem
rézowym. Nad strzatkami przedstawiono przewidywang dtugos¢ produktow PCR,

wyrazong w liczbie nukleotydow (nt).
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Wyniki hybrydyzacji in situ wykazaty réznice w stopniu akumulacji badanych pre-mRNA
w roznych przedziatach jadrowych, takich jak ciata Cajala i nukleoplazma, a takze
w czasie ich przebywania w jadrze komoérkowym. Zauwazalne rozbieznosci moga
Swiadczy¢ o tym, ze kazdy z analizowanych gendw charakteryzuje sie specyficznym
wzorcem ekspresji, ktory zapewnia precyzyjng kontrole czasu syntezy okreslonych
biatek, regulujac ich dostepnosé dla komérki. Taka Scista kontrola prawdopodobnie
odgrywa istotng role w niezaktéconym przebiegu proceséw, w ktérych biatka
te uczestnicza, wspierajac prawidtowy rozwdj komorek linii generatywnej modrzewia

europejskiego.

Wyniki te wskazuja takze, ze dla kazdego analizowanego pre-mRNA obserwowano
stopniowy spadek ich poziomu pod koniec cyklu poli(A)RNA, az do stadium piatego,
gdzie czesto sygnat zanikat. Wynik ten sugeruje, ze transkrypty te mogg przechodzic
dodatkowy procesing, prowadzacy do usuniecia retencyjnego intronu i wytworzenia
dojrzatego mRNA, podobnie jak ma to miejsce w przypadku pre-mRNA biatek
Sm. Proces ten przebiega z rding szybkoscia w zaleznosci od wzorca ekspresji
poszczegblnych transkryptdéw. Aby potwierdzi¢ hipoteze dotyczaca zachodzenia post-
transkrypcyjnego splicingu, dalsza analiza skupiata sie na identyfikacji dojrzatych form

badanych pre-mRNA.

5.4.2 Wyniki hybrydyzacji in situ z wykorzystaniem sond komplementarnych

do sekwencji powstatych po splicingu intronow retencyjnych

Ponownie, aby upewni¢ sie, ze obserwowane zjawisko retencji intronu
w badanych pre-mRNA jest tymczasowe i ze sekwencje te ostatecznie podlegaja post-
transkrypcyjnemu splicingowi, podjeto nastepujace kroki. Wykonano reakcje FISH
z uzyciem sond komplementarnych do fragmentéw 3' korica eksonu poprzedzajacego
Rl oraz 5' konca eksonu za RI (potgczenie eksondw po wycieciu retencyjnego intronu).
Przeprowadzono réwniez qPCR z primerami umozliwiajgcymi identyfikacje dojrzatej
formy badanych transkryptéow oraz sekwencjonowanie produktéw tej reakcji (Supl.7;

Supl.8; Supl.13; Supl.14; Supl.19; Supl.20, Supl.25, Supl.26). Dodatkowo przeszukano
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transkryptom w celu identyfikacji form niedojrzatych i dojrzatych dla wszystkich

analizowanych mRNA.

Reakcja fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ data pozytywny wynik w przypadku
mRNA kodujacego biatko RBM39. W stadium 1 dojrzata forma tego mRNA obserwowana
byta gtéwnie na terenie nukleoplazmy, a od stadium 2 do 3 odnotowano réwniez
ich znaczng akumulacje na terenie ciat Cajala oraz cytoplazmy. Od stadium 3
do 5 sygnat jadrowy ulegat stopniowemu zmniejszeniu na rzecz wzrastajacego sygnatu

cytoplazmatycznego (Ryc.32).
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MRNA biatka RBM39 +
mRNA biatka RBM39 poli(A)RNA poli(A)RNA + DNA U2 snRNA
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Ryc. 32 Analiza mRNA biatka RBM39 w cyklu poli(A)RNA. mRNA RBM39 (zielony) obecne jest
na terenie jgdra od wczesnego stadium 1 do stadium 3 po czym jego poziom spada
az do konca cyklu. Jgdrowa lokalizacja dotyczy zaréwno nukleoplazmy jak i ciat Cajala.
Od stadium 2 do konca cyklu obserwowany jest rowniez wzrastajgcy sygnat
cytoplazmatyczny. Poli(A)RNA (czerwony), DNA (niebieski), U2 snRNA (biaty). Granica
miedzy jgdrem a cytoplazmq zaznaczona jest biatg przerywang linig. CB — ciato Cajala,

Nu — jgderko. Skala - 10 um.
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W przypadku pozostatych analizowanych mRNA nie uzyskano sygnatu fluorescencji.
Przyczyna niepowodzenia pozostatych reakcji FISH mogta by¢ nieprawidtowo dziatajaca
sonda lub brak mozliwosci fizycznego zwigzania sie jej z docelowa sekwencjg. Sondy
byty bowiem komplementarne do skrajnych fragmentéw dwdch przylegajacych
do siebie eksonéw. Mozliwosci zaprojektowania sond w Scisle okreslonym, waskim
obszarze sekwencji nukleotydowej, obejmujacym okoto 25-40 nukleotyddw, z czego
mniej wiecej potowa musiata by¢ komplementarna do konca 3' jednego eksonu,
adruga czes$¢ do konca 5' kolejnego eksonu, byty istotnie ograniczone. Ze wzgledu
natak restrykcyjne kryteria doboru sekwencji, liczba potencjalnych regiondw,
w ktérych mozna byto zaprojektowac sonde, byta w praktyce bardzo niewielka.
W rezultacie wybdr konkretnej sekwencji byt w duzej mierze wymuszony przez uktad
nukleotydéw w tym fragmencie. Brak mozliwosci przesuniecia sondy w inny, bardziej
dogodny region powodowat, ze projektowana sonda byta narazona na tworzenie
sie truktur drugorzedowych, takich jak spinki (ang. hairpin loops). W standardowych
warunkach, gdy analiza in silico wykazuje powstawanie takich struktur, mozliwe jest
zaprojektowanie sondy w alternatywnym fragmencie sekwencji; tutaj jednak taka
modyfikacja nie byta mozliwa ze wzgledu na wymog objecia przez sonde doktadnie tego
konkretnego miejsca obejmujacego granice eksondéw. Ponad to miejsca potaczen
eksondw okupowane s3 przez biatka takie jak: biatka SR m.in. stabilizujace potaczenia
miedzy eksonami (Schlautmann i Gehring 2020), kompleks EJC (ang. exon junction
complex) stanowiacy grupe biatek odgrywajacych istotna role w dalszym transporcie
mRNA z jadra do cytoplazmy oraz w procesie kontroli jakosci mRNA (np. w mechanizmie
NMD - ang. nonsens-mediated decay) (Le Hir i wsp. 2000), czy tez biatka z rodziny
hnRNP wptywajace na stabilnos¢ mRNA, transport czy translacje (Geuens i wsp. 2016).
Obecnos$¢ tych biatek mogta utrudniac¢ lub uniemozliwia¢ zwigzanie sie sondy
z docelowa sekwencjg RNA. Wobec tych trudnosci wybrano alternatywna metode, ktéra

umozliwita ocene obecnosci formy dojrzatej analizowanego mRNA.

Pierwszym krokiem, podobnie jak w analizie form z retencyjnym intronem
(ang. retained intron, RI), byto przeprowadzenie reakcji qPCR z primerami

zaprojektowanymi dla regionu potaczenia eksonéw po wycieciu intronu (ang. exon
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junction, EJ), obejmujacymi fragment 3' eksonu poprzedzajacego intron oraz fragment
5' eksonu nastepujacego po RI. Dla wszystkich analizowanych mRNA uzyskano
produkty rdznigce sie o kilka nukleotyddw od oczekiwanej dtugosci. W celu
potwierdzenia specyficznosci primeréw produkty qPCR poddano sekwencjonowaniu.
Sekwencjonowanie potwierdzito specyficzno$é primeréw dla mRNA kodujacego biatka
THOC4, RS2Z32 oraz hnRNP Q-like isoform X. Primery dedykowane dla mRNA
kodujacego RBM39 okazaty sie jednak niespecyficzne - sekwencja produktu znacznie

roznita sie od sekwencji kodujacej RBM10.

Dla dalszego potwierdzenia przeprowadzono réwniez dodatkowa analize
transkryptomu w celu identyfikacji formy dojrzatej mRNA. Ostatecznie obecnosé
obu form transkryptéw (z retencyjnym intronem i dojrzatej) potwierdzono dla THOC4,
RS2Z32 oraz hnRNP Q-like isoform X, natomiast dla RBM39 wykryto jedynie forme

zretencyjnym intronem.

Podsumowujac, cho¢ reakcja FISH nie data oczekiwanych rezultatéw dla dojrzatych
form mRNA kodujacych biatka THOC4, RS2Z32 oraz hnRNP Q-like isoform X, pozostate
analizy molekularne potwierdzity ich wspotistnienie w komérkach mikrosporocytow.
W przypadku tych transkryptow najprawdopodobniej zachodzi post-transkrypcyjna
regulacja ekspresji gendw, polegajaca na czasowe]j retencji intronéw w pre-mRNA.
Dodatkowo rézne wzorce ekspresji analizowanych transkryptéw wspieraja hipoteze
o precyzyjnej regulacji czasu syntezy biatek kluczowych dla réznicowania sie komérek

linii generatywne;j.

Wyniki dotyczace pre-mRNA oraz mRNA RBM39 pozostawiajg jednak pewne
watpliwosci, ktdre nie pozwalajg jednoznacznie stwierdzi¢, czy to biatko podlega
podobnej regulacji. Aby rozwia¢ te watpliwosci, konieczne jest przeprowadzenie

gtebszej analizy tego transkryptu.
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Podsumowanie:

1. Przeprowadzone badania in situ potwierdzity obecno$¢ sekwencji intronowych
we wszystkich badanych transkryptach. Wyniki zostaty dodatkowo
potwierdzone poprzez wykonanie reakcji qPCR, analize dtugosci produktu oraz
jego sekwencjonowanie.

2. Forme dojrzata obserwowano in situ dla mRNA kodujacego biatko RBM 39.

3. Negatywne wyniki reakcji przeprowadzonych dla pozostatych transkryptéw,
mogty wynikaé z nieprawidtowego funkcjonowania sondy lub utrudnionej
dostepnosci do docelowego miejsca wigzania dla stosowanej sondy. Pozostate
przeprowadzone analizy tj. qPCR, elektroforeza kapilarna  oraz
sekwencjonowanie, potwierdzity z kolei obecnosc¢ dojrzatych form wszystkich

transkryptow z wyjatkiem mRNA RBM39.

5.5 Zmiany w sktadzie molekularnym ciat Cajala podczas trwania cyklu syntezy

i eksportu poli(A)RNA

Ciata Cajala s3 domenami jadrowymi zaangazowanymi w przechowywanie jak
i dojrzewanie  matych  jadrowych  rybonukleoprotein  (snRNP).  Dodatkowo,
w mikrosporocytach modrzewia, biorg udziat w procesie retencji mRNA poprzez
ich akumulacje na swoim terenie oraz jak sie wydaje, sg kluczowe dla pdzniejszego
ich uwolnienia do cytoplazmy (Rudzka i wsp. 2022). W trakcie trwania pojedynczego
cyklu syntezy i eksportu poli(A)RNA, ciata Cajala zmieniaja sie pod wzgledem zaréwno
roznych sktadnikow w nich wystepujacych, jak i ich poziomu. Wczesniejsze badania
wykazaty przede wszystkim, ze podczas trwania cyklu w CB zmienia sie poziom
poliadenylowanych transkryptow, jak réowniez snRNA (Rudzka i wsp. 2022). Poli(A)RNA
gromadzone byty w CB od poczatku cyklu do stadium 4 (najwyzszy poziom odnotowano
w stadium 3), podczas gdy w stadium 5 w CB nie obserwowano nagromadzenia
poli(A)RNA. W przypadku snRNA obserwowano stopniowy wzrost tych RNA zaréwno

na ternie nukleoplazmy jak i CB.
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W tej pracy skupiono sie na pokazaniu jak zmienia sie sktad molekularny ciat Cajala

dostosowujac ich funkcjonalnosc do kolejnych etapow cyklu.

5.5.1Zmiany zawartosci poszczegélnych elementow tworzacych U snRNP

w CB podczas trwania cyklu syntezy i eksportu mRNA

Wczesniejsze badania wykazaty, ze poziom zaréwno U2 snRNA (Rudzka
i wsp. 2022) jaki pozostatych U snRNA (Wrdblewska-Ankiewicz, dane niepublikowane)
wzrasta stopniowo w trakcie trwania cyklu. W poczatkowych etapach cyklu U2 snRNA
obserwowano gtéwnie na terenie CB, ze wzgledu na znacznie wyzsza koncentracje tego
RNA w CB w poréwnaniu do nukleoplazmy. Wraz z kolejnymi stadiami cyklu
obserwowano stopniowy wzrost sygnatu zarowno w nukleoplazmie, jak i w ciatach
Cajala. Pod koniec cyklu intensywnos¢ sygnatu byta zwiekszona okoto 4,5-krotnie
w nukleoplazmie oraz az 166,5-krotnie w ciatach Cajala. Analogiczne pomiary
wykonano dla U4 snRNA. W tym przypadku w nukleoplazmie odnotowano wzrost 8,5-
krotny, natomiast w ciatach Cajala - 7,5-krotny (Wrdblewska-Ankiewicz, dane

niepublikowane).

Na catkowitg pule snRNA w mikrosporocytach modrzewia podczas trwania cyklu sktada
sie: (1) pula nowo syntetyzowanych snRNA, (2) pula snRNA bedaca sktadnikiem
U snRNP, na réznych etapach montazu tego kompleksu, (3) snRNA bedace sktadnikiem
U snRNP bioracych aktywny udziat w splicingu. W niniejszej pracy podjeto prébe
przesledzenia poszczegbélnych etapow powstawania komplekséw U snRNP oraz
pokazania zaangazowania CB w poszczegdlne etapy tego procesu podczas

pojedynczego cyklu syntezy i eksportu poli(A)RNA.
5.5.1.1 Synteza U snRNA

Synteza snRNA przeprowadzana jest przez polimeraze RNA I, ktéra posiada
specyficzng modyfikacje w obrebie swojej domeny CTD, unikalng dla transkrypcji
snRNA. Domena CTD polimerazy RNA Il, sktadajaca sie z powtorzen sekwencji Tyr-Ser-
Pro-Thr-Ser-Pro-Ser, jest poddawana réznorodnym modyfikacjom, z ktérych kluczowa

dla syntezy snRNA jest fosforylacja Ser-7 w powtdrzeniach heptapeptydowych CTD.
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Modyfikacja ta jest niezbedna do skutecznej transkrypcji genéw kodujacych snRNA

i odréznia je od transkrypcji gendw mRNA (Zaborowska i wsp. 2016).

Z tego wzgledu do zbadania tego, kiedy doktadnie przebiega synteza snRNA
przeprowadzono reakcje immunoznakowania z wykorzystaniem przeciwciata
wykrywajacego modyfikacje seryny 7 w domenie CTD polimerazy RNA Il. Wyniki
tej reakcji wskazuja, ze synteza snRNA odbywa sie gtéwnie na poczatku cyklu

poli(A)RNA tj. w stadium 1 oraz w mniejszym stopniu w stadium 2 i 3 (Ryc.33).
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Synteza snRNA +
polil(A)RNA + DNA U2 snRNA

Synteza snRNA poli(A)RNA

Ryc. 33 Synteza snRNA w cyklu poli(A)RNA. Intensywny, punktowy sygnat fluorescencyjny

Wczesne
stadium 1

Stadium 3 Stadium 2 Stadium 1

Stadium 4

Stadium5

obserwowany jest gtownie w stadium 1 na terenie jgdra komdrkowego, co sugeruje
aktywnq synteze snRNA w tym etapie. W stadiach 2 oraz 3 widoczne sq zaledwie
pojedyncze punktowe sygnaty, co moze wskazywac na stopniowy spadek intensywnosci
transkrypcyjnej. Pod koniec cyklu, tj. w stadium 4 oraz 5, nie zaobserwowano sygnatu
fluorescencji, co wskazuje na bardzo niski poziom lub catkowity brak syntezy snRNA
na tym etapie. Poli(A)RNA (czerwony), DNA (niebieski), U2 snRNA (biaty). Granica miedzy
jgdrem a cytoplazmq zaznaczona jest biatq przerywang linig. CB — ciato Cajala, Nu —

jgderko. Skala - 10 ym.

123



Obserwowane obnizenie sygnatu w koncowych stadiach cyklu moze sugerowac,
Ze snRNA przechodzi proces dojrzewania, jak rowniez przytaczane sa do niego biatka
tak, aby powstaty funkcjonalne kompleksy U snRNP, ktérych ostatecznym miejscem

modyfikacji i przechowywania sg ciata Cajala.

5.5.1.2 Dystrybucja biatek Sm

Nowo syntetyzowane snRNA, po utworzeniu kompleksu eksportujacego w ciatach
Cajala, sa transportowane do cytoplazmy, gdzie nastepuje dotaczenie
heptamerycznego pierscienia biatek Sm. Biatka Sm stanowia rdzeniowe komponenty
komplekséw U snRNP. Przytaczenie pierscienia warunkuje nastepnie ponowny import

snRNA do jadra komérkowego.

W niniejszej pracy  przeprowadzono  analize  rozmieszczenia biatek
Sm w mikrosporocytach modrzewia w trakcie cyklu syntezy i eksportu poli(A)RNA, w

celu przesledzenia dalszych losow kompleksdéw U snRNP.

W poczatkowych etapach cyklu biatka Sm lokalizowane byty gtéwnie na terenie jadra
komdrkowego (stadia 1 - 3). Sygnat widoczny byt gtéwnie na terenie nukleoplazmy
jak i ciat Cajala (Ryc.34). W tych stadiach na terenie cytoplazmy widoczne byty nieliczne,
pojedyncze skupiska sygnatu. W stadium 4 biatka Sm lokalizowane byta na obrzezach
jader, poza ciatami Cajala. Natomiast pula cytoplazmatyczna tych biatek zwiekszata
sie. W stadium 5 jadro mikrosporocytéw byto wolne od znakowania, w cytoplazmie

widoczne byty liczne drobne skupienia sygnatu.
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Biatka Sm +
Biatka Sm poli(A)RNA poli(A)RNA + DNA U2 snRNA

Stadium 4 Stadium 3 Stadium 2 Stadium 1

Stadium5

Ryc. 34 Rozmieszczenie biatek Sm podczas cyklu syntezy i eksportu poli(A)RNA. Od stadium
1 do 3 biatka Sm sqg obecne w jgdrze komérkowym. Podczas stadium 4 oraz 5 biatka
Sm znajdujg sie gtownie w cytoplazmie. Biatka Sm (zielony), poli(A)RNA (czerwony),
DNA (niebieski), U2 snRNA (biaty). Granica miedzy jgdrem a cytoplazmq zaznaczona jest
biatg przerywanag linig. CB — ciato Cajala, Nu — jgderko. Skala - 10 um.
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5.5.1.3 Dojrzewanie konica 5’ U snRNA

Po przytaczeniu pierscienia biatek Sm, U snRNP podlegaja dalszym etapom
dojrzewania. Nalezg do nich m.in. utworzenie czapeczki trimetyloguanozyny (TMG)
nakoncach 5' snRNA. Proces ten, znany jako hipermetylacja czapeczki,
przeprowadzany jest przez enzym synteze trimetyloguanozynowa - TGS1. Enzym
ten jest kluczowy dla stabilnosci i funkcji snRNA (Kataoka 2023). Proces ten odbywa

sie na terenie cytoplazmy, gdzie snRNA transportowane s z jadra po ich syntezie.

Aby przesledzi¢ dalsze losy nowosyntetyzowanych snRNA, przeprowadzono reakcje
immunoznakowania z zastosowaniem przeciwciata wykrywajacego specyficzna
dla snRNA modyfikacje konca 5' (TMG) oraz oddzielnie dla przeciwciata wykrywajacego
enzym TGS1.

Dystrybucja TMG snRNP podczas cyklu syntezy i eksportu poli(A)RNA

W bardzo wczesnych etapach cyklu (wczesne stadium 1) dojrzate czasteczki U snRNP
zuformowang czapeczka na 5’ koncu, obecne byty w mikrosporocytach modrzewia
na terenie cytoplazmy, jak rowniez sygnat widoczny byt na obrzezach jadra, jak i wokot
niektdrych ciat Cajala (Ryc.35). W stadium 1 i 2 dojrzate U snRNP obecne byty gtéwnie
w jadrze mikrosporocytéw, zarébwno w nukleoplazmie jak i w ciatach Cajala. W stadium
3 pula TMG snRNP zmniejsza sie. Sygnat widoczny jest w pewnych obszarach
nukleoplazmy, nie wypetnia jej jednak catkowicie jak w stadium 1 i 2. Znacznie mniej
tych RNA jest rowniez w CB, s3 one jedynie czeSciowo wypetnione. W 4 i 5 stadium jadra
mikrosporocytow sg praktycznie pozbawione sygnatu pochodzacego od dojrzatych
czasteczek U snRNP, w cytoplazmie natomiast pula tych rybonukleoprotein znaczaco

wzrasta.

126



™G +

poli(A)RNA + DNA U2 snRNA

TMG poli{A)RNA

Wczesne
stadium 1

Stadium 1

Stadium 2

Stadium 3

Stadium 4

Stadium5

Ryc. 35 Lokalizacja U snRNP z modyfikacjqg konca 5’ (czapeczkg TMG) w cyklu poli(A)RNA.
Modyfikacja konica 5° U snRNP nastepuje w stadiach 4 i 5, co objawia sie punktowym
sygnatem w cytoplazmie. Na poczqtku cyklu widoczny jest powrét zmodyfikowanych
czgsteczek U snRNP do jgdra, gdzie kolejno gromadzg sie w nukleoplazmie oraz ciatach
Cajala (stadia 1 oraz 2). Od stadium 3 obserwuje sie spadek ilosci jgdrowego sygnatu -
najprawdopodobniej jest to spowodowane degradacjg puli wykorzystanych w procesie
splicingu U snRNP. Poli(A)RNA (czerwony), DNA (niebieski), U2 snRNA (biaty). Granica
miedzy jgdrem a cytoplazmq zaznaczona jest biatq przerywangq linig. CB — ciatfo Cajala,

Nu — jgderko. Skala - 10 um.
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Lokalizacja TGS1 podczas trwania cyklu syntezy i eksportu poli(A)RNA

W celu potwierdzenia wynikdow dotyczacych momentu cytoplazmatycznej obrébki
konca 5 U snRNP przeprowadzono dodatkowa reakcje immunoznakowania
z wykorzystaniem przeciwciata anty-TGS1. Od wczesnego stadium 1 do korca stadium 3
zaobserwowano punktowe sygnaty obecne zaréwno w jadrze, jak i cytoplazmie.
W stadiach 4 oraz 5 sygnat TGS1 obserwowany byt juz wytacznie w cytoplazmie, a jego

intensywnos$¢ byta wyzsza niz w poprzednich stadiach (Ryc.36).

TGS1 +
TGS1 poli(A)RNA DNA poli(A)RNA +DNA U2 snRNA
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Ryc.36 Lokalizacja enzymu TGS1 w cyklu poli(A)RNA. Od wczesnego stadium 1 do korca
stadium 3 widoczne sq punktowe sygnaty obecne zaréwno w jgdrze, jak i cytoplazmie.
Wstadiach 4 oraz 5 sygnat TGS1 obecny jest wytgcznie w cytoplazmie, a jego

intensywnos¢ jest wyzsza niz w poprzednich stadiach. Poli(A)RNA (czerwony),
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DNA (niebieski), U2 snRNA (biaty). Granica miedzy jgdrem a cytoplazmgq zaznaczona jest
biatg przerywangq linig. CB — ciato Cajala, Nu — jgderko. Skala - 10 pm.

Cytoplazmatyczna lokalizacja TMG oraz TGS1 — mikroskopia wysokorozdzielcza STED

Dodatkowym potwierdzeniem uzyskanych wynikéw dotyczacych cytoplazmatycznego
etapu dojrzewania czasteczek U snRNP jest analiza przeprowadzona z wykorzystaniem
reakcji wielokrotnego znakowania z uzyciem przeciwciat anty-TMG oraz anty-TGS1.
Do detekcji zastosowano wtdrne przeciwciata sprzezone z fluoroforami STAR red i STAR
orange (Abberior), dedykowanymi do wysokorozdzielczych technik mikroskopowych,
takich jak STED, STORM czy SIM. Na rycinie 37 przedstawiono obrazy uzyskane
za pomoca mikroskopii konfokalnej (po lewej) oraz mikroskopii wysokorozdzielczej
STED (po prawej). Sygnaty odpowiadajace lokalizacji enzymu TGS1 oraz
zmodyfikowanej czapeczki TMG wystepuja w bardzo bliskim sasiedztwie,
co najprawdopodobniej  odzwierciedla moment  bezposrednio  nastepujacy

po modyfikacji konca 5’ przez enzym TGS1.

Mikroskopia Mikroskopia konfokalna Mikroskopia
konfokalna wysokorozdzielcza - STED

Ryc. 37 Jednoczesna lokalizacja czgsteczek U snRNP zawierajgcych czapeczke TMG oraz
enzymu TGS1 w stadium 1 cyklu syntezy i eksportu poli(A)RNA. Bliskie sgsiedztwo
sygnatéw odpowiadajgcych enzymowi TGS1 (STAR red - magenta) oraz zmodyfikowanej
czapeczce TMG (STAR orange - cyjan) wskazuje na uchwycenie etapu bezposrednio

po modyfikacji korica 5’ przez TGS1.
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5.5.2 Koilina - element strukturalny CB istotny dla ich prawidtowego

funkcjonowania w tym rekrutacji U snRNP

Integralnos¢ ciat Cajala, a w szczegdlnosci lokalizacja biatka kolininy w ich
obrebie, sciSle zalezy od prawidtowego przebiegu biogenezy czasteczek U snRNP
(Lemm i wsp. 2006). W badaniach tych wykazano, ze obnizenie poziomu biatek
uczestniczacych w biogenezie U snRNP prowadzi do zaburzenia ich dojrzewania oraz
uniemozliwia ich ponowny import do jadra komorkowego. W konsekwencji koilina
ulega rozproszeniu w nukleoplazmie. Wyniki te jednoznacznie wskazujg na istnienie
funkcjonalnego zwigzku pomiedzy obecnosciag dojrzatych czasteczek U snRNP
a lokalizacja kolininy w ciatach Cajala. Z kolei badania Tuckera i zespotu potwierdzaja
role kompleksu SMN w przekazywaniu nowo zaimportowanych U snRNP do kolininy

w obrebie tych struktur (Tucker i wsp. 2001).

Powyzsze doniesienia naukowe staty sie impulsem do zbadania dystrybucji biatka
koliny w mikrosporocytach modrzewia europejskiego. W badanym  modelu
obserwujemy bowiem nietypowa pulsacyjng synteze nie tylko poliadenyowanych
transkryptow ale réwniez U snRNA. Dodatkowo w pojedynczym cyklu syntezy
i eksportu poli(A)RNA obserwujemy istotne zmiany w ilosci tych czasteczek na terenie

CB.

Dzieki danym uzyskanym w wyniku sekwencjonowania transkryptomu
mikrosporocytow, mozliwe stato sie zlecenie produkcji przeciwciat, ktére postuzytyby
do immunoznakowania koiliny w komérkach modrzewia europejskiego. Wykorzystujac
sekwencje nukleotydowa kodujaca fragment domeny Tudor, ustalono przewidywang
sekwencje aminokwasowg fragmentu domeny Tudor u modrzewia europejskiego
(Supl.27). Produkcje przeciwciata zlecono niemieckiej firmie Devids Biotechnologie.
Przed przystapieniem do reakcji immunoznakowania specyficzno$¢ wyprodukowanych
przeciwciat zweryfikowano metoda Western blot. W wyniku tej analizy uzyskano prazek
na poziomie 65 kDa, odpowiadajacy przewidywanej masie biatka koiliny (Supl.28).

Wynik ten potwierdzit specyficznos$c dziatania przeciwciata.
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We wczesnych etapach cyklu koilina obecna byta w licznych skupieniach na terenie
cytoplazmy mikrosporocytow (Ryc.38). W jadrze biatko to byto obecne w ciatach Cajala,
czeSciowo je wypetniajac. W pdzniejszych etapach, az do stadium trzeciego koilina
lokalizowata sie gtéwnie w CB. Wiekszos¢ ciat wypetniona byta nierébwnomiernie. Czesto
sygnat kotliny byt bardziej intensywny na peryferiach ciata, w Srodku natomiast byt
stabszy. Obserwowane byty réwniez ciata z polarnym rozmieszczeniem tego biatka,
po jednej ze stron. W stadium 4 i 5 stadium koilina nie byta obecna na terenie jadra

komdrkowego, sporo sygnatu natomiast obserwowano w cytoplazmie.
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Koilina poli(A)RNA DNA poli(A)RNA + DNA U2 snRNA
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Ryc. 38 Lokalizacja koiliny w cyklu poli(A)RNA. Od poczgtku cyklu do korca stadium 3
koilina wystepuje w ciatach Cajala, przy czym w stadium 3 obserwuje sie jej stopniowe
zanikanie w tych strukturach. Punktowy sygnat cytoplazmatyczny dla koiliny utrzymuje
sie przez caty cykl, osiggajgc najwiekszq intensywnos¢ w stadiach 4, 5 oraz we wczesnym
stadium 1, co moze wskazywac na wzmozongq synteze tego biatka tuz przed jego ponowng
akumulacjg w CB. Poli(A)RNA (czerwony), DNA (niebieski), U2 snRNA (biaty). Granica
miedzy jgdrem a cytoplazmq zaznaczona jest biatq przerywangq linig. CB — ciatfo Cajala,

Nu — jgderko. Skala — 10 um.
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Podsumowanie:

1.

Poczatek cyklu syntezy poli(A)RNA jest rowniez momentem wzmozonej syntezy
U snRNA. Wraz z nastepowaniem kolejnych stadiéw ulega ona wyciszeniu.
Koniec cyklu jest momentem w ktérym dochodzi do modyfikacji konca
5 nowosyntetyzowanych U snRNA na terenie cytoplazmy. W wyniku
hipermetylacji przez enzym TGS-1 na koncu 5’ powstaje czapeczka TMG.

Po tych etapach dojrzewania, U snRNP ulegaja akumulacji na terenie ciat Cajala.
Ma to miejsce od wczesnego stadium 1 kolejnego cyklu do stadium 2. Na tym
etapie dojrzate U snRNP sa najprawdopodobniej zuzywane podczas intensywnie
zachodzacego w tym czasie procesu splicingu.

Podczas trwania jednego cyklu syntezy i eksportu poli(A)RNA lokalizacja biatka
koilina podlega dynamicznym zmianom. Od potowy cyklu do jego konca
obserwuje sie stopniowe zanikanie koiliny z obszaru ciata Cajala.

Pod koniec cyklu na terenie cytoplazmy dochodzi do syntezy koiliny de novo.
Najprawdopodobniej pula nowozsyntetyzowanych biatek ulegnie nastepnie
akumulacji w CB na poczatku trwania kolejnego cyklu syntezy i eksportu

poli(A)RNA.

5.6 Organizacja przestrzenna ciat Cajala - strefowos¢ wystepowania biatek oraz

RNA na terenie tych kondensatow

Podczas analizy obrazéw uzyskanych w wyniku przeprowadzonych reakgji

immunoznakowania oraz FISH, zwrocono réwniez szczegdlng uwage na strefowa

lokalizacje niektérych biatek czy RNA wystepujacych na terenie ciat Cajala. Na ponizszej

rycinie (Ryc.39) przedstawiono przyktady specyficznej lokalizacji czapeczki TMG, biatek

Sm, biatka koilny, jak rowniez dojrzatego mRNA biatka RBM39 w obrebie omawianych

kondensatow.
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Ryc. 39 Strefowos¢ wystepowania biatek oraz RNA w ciatach Cajala.

1) Immunoznakowanie czapeczki TMG (zielony). We wczesnych etapach akumulacji
UsnRNP (takich, ktore posiadajg juz czapeczke TMG na koncu 5°) w kondensatach,
widoczna jest ich sferyczna lokalizacja, zaréwno w mniejszych jak i wiekszych CB (A,B,C).
W stadium 2 czgsteczki te wypetniajg CB réwnomiernie (D,E). 2) Immunoznakowanie
biatek Sm (zielony). W stadium 2 biatka Sm lokalizujg sie gtownie na peryferiach

CB, tworzgc sferyczny wzor, szczegdlnie widoczny w duzych CB (G). Mniejsze ciata majq
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raczej rownomierny rozktad biatek Sm (F, H). W pozniejszych stadiach obserwuje sie zanik
biatek Sm - w niektorych ciatach sq one wcigz obecne (J), w innych wystepujq tylko
lokalnie (I, K). 3) Imnmunoznakowanie biatka koiliny (zielony). We wczesnym stadium 1
koilina jest obecna lokalnie w CB (L, t). W stadium 1 koilina wypetnia catg objetosc¢
CB, jednak z wyrazng tendencjg do akumulacji na peryferiach (M, N). W stadium 3
obserwuje sie strefowe zanikanie koiliny - biatko pozostaje tylko w niektorych obszarach
ciat, podczas gdy inne strefy sq catkowicie pozbawione koiliny (0). Niektére ciata nadal
sq wypetnione koiling (P).4) FISH dla mRNA biatka RBM39 (zielony). W stadium 2 dojrzate
MRNA jest rozmieszczone rownomiernie w CB (R). W stadium 3 transkrypt lokalizuje

sie sferycznie w obrebie CB (S). Poli(A)RNA (czerwony). Skala: 10 um.

Analiza obrazéw immunoznakowania czapeczki TMG wykazata, ze we wczesnym
stadium 1, czasteczki U snRNP, ktdre stopniowo akumuluja sie na terenie ciat Cajala,
zajmujg gtownie obszar peryferyczny tych kondensatéw (Ryc.39.1A,B,C) Dotyczy
to zarowno wiekszych jak i mniejszych CB. Natomiast w stadium 2 ich lokalizacja w tych
strukturach jest bardziej jednorodna (Ryc.39.1D,E). Wyniki dotyczace biatek
Sm wykazaty ich sferyczng lokalizacje w obrebie ciat Cajala w stadium 2 (Ryc.39.2).
Zjawisko to czesciej obserwowano w wiekszych ciatach (Ryc.39.2G), natomiast mniejsze
kondensaty byty réwnomiernie wypetnione w catej swojej objetosci (Ryc.39.2F,H).
W stadium 3 zaobserwowano stopniowe zanikanie biatek Sm z obszaru CB. W wiekszych
strukturach biatka obecne byty lokalnie, na ograniczonych obszarach (Ryc. 39.21,K),
podczas gdy mniejsze ciata pozostawaty catkowicie wypetnione biatkami
Sm (Ryc.39.2J). Obserwowane od trzeciego stadium stopniowe zanikanie z terenu
CB biatek Sm najprawdopodobniej zwigzane jest ze zuzywaniem czasteczek U snRNP
w intensywnie zachodzacym w tym czasie procesie splicingu. Ostatnim analizowanym
biatkiem byta koilina. W tej czesci badania skupiono sie na zmianach ilosci oraz
lokalizacji tego biatka wytgcznie w obrebie kondensatéw. We wczesnym stadium 1
zaobserwowano polarne wystepowanie koiliny w CB (Ryc.39.3L, ). Od stadium 2 biatko
to byto obecne w catej objetosci kondensatéw, z wyrazng tendencja do akumulacji
na ich obszarach peryferyjnych (Ryc.39.3M, N). W stadium 3 zaobserwowano natomiast

dwie sytuacje: w czesci ciat koilina wypetniata je catkowicie (Ryc.39.3P), natomiast

135



w innych tylko czesciowo. Widoczna byta wyrazna strefowos¢ jej rozmieszczenia -
obszary z duza koncentracja biatka przeplataty sie z regionami catkowicie

pozbawionymi jego obecnosci (Ryc.39.30).

Na koniec ponownie przeanalizowano wyniki hybrydyzacji dotyczace dojrzatej formy
mRNA biatka RBM39, koncentrujac sie na jego lokalizacji w obrebie ciat Cajala.
W stadium 2 transkrypt wykazywat rownomierny rozktad w CB (Ryc.39.4R). Natomiast
w stadium 3 obserwowano jego obecnos¢ w catej objetosci ciata, z wyrazna tendencja

do akumulacji na peryferiach kondensatu (Ryc.39.4S).

Podsumowanie:

1. W obrebie ciat Cajala mozna wyréznic strefy réznigce sie sktadem biatkowym
oraz zawartoscig RNA.

2. Charakterystyczna sferyczna koncentracja biatek i RNA w ciatach Cajala ulega
dynamicznym zmianom w kolejnych stadiach cyklu syntezy i eksportu

poli(A)RNA.
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6. DYSKUSJA

6.1 W dyfuzyjnym stadium diplotenu: pulsacyjna aktywnos¢ transkrypcyjna oraz

retencja nowosyntetyzowanych mRNA

Jadro komorki w diplotenie profazy | podziatu mejotycznego charakteryzuje
sie obecnoscia  wyraznie skondensowanych chromosoméw  homologicznych,
potaczonych chiazmami, ktore tworza biwalenty (Hillers i wsp. 2017). Jednakze, u wielu
organizmdéw, w tym u ssakéw (Cooper 2000), owaddéw (Tworzydto i wsp. 2017)
czy niektdrych roslin (Kotowerzo-Lubnau i wsp. 2015; Colas i wsp. 2017; Owens i Molder
1971), we wczesnym diplotenie obserwuje sie wystepowanie tzw. stadium dyfuzyjnego
(stadium rozproszonego), w ktérym chromosomy cze$ciowo dekondensuja, przyjmujac
niemal interfazowy stan. Zmiennos¢ czasowa mejozy u réznych gatunkdéw jest duza,
a faza diplotenu moze trwac od zaledwie kilkudziesieciu minut do nawet kilkudziesieciu
lat, w zaleznosci od gatunku i specyfiki cyklu zyciowego. W przypadku organizmow,
u ktorych diploten trwa dtuzej, przez wiekszosc czasu jadro jest w stadium dyfuzyjnym.
Dopiero tuz przed podziatem nastepuje ponowna kondensacja chromosomow,
rozpoczyna sie diakineza i dochodzi do pekniecia ostonki jadrowej (Viveiros

i De La Fuente 2019).

W komédrkach mikrosporocytow modrzewia europejskiego, gdzie diploten trwa kilka
miesiecy, obserwuje sie wystepowanie silnie zdekondensowanej chromatyny
charakterystycznej dla opisywanego stadium dyfuzyjnego (Kotowerzo-Lubnau
i wsp. 2015). W obliczu dtugotrwatego zatrzymania komorki w tej fazie, niezbedna staje
sie aktywacja gendw, ktora mozliwa jest dzieki dekondensacji chromatyny. Aktywnosé
transkrypcyjna jest kluczowa nie tylko dla utrzymania podstawowego metabolizmu
komorki, ale rowniez dla produkcji biatek niezbednych dla prawidtowego przebiegu
mejozy. Dtugi czas trwania diplotenu obserwowany w mikrosporocytach jest
najprawdopodobniej adaptacja ewolucyjng, Scisle powigzang z sezonowym cyklem

rozwojowym modrzewia europejskiego.
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Pomimo dekondensacji chromatyny, ktéra utatwia aktywacje gendw i inicjacje
transkrypcji, aktywnosc transkrypcyjna w mikrosporocytach nie przebiega w sposéb
ciggty. Obserwuje sie okresy trwajace okoto 2 dni, podczas ktérych aktywnosc
polimerazy RNA Il jest znaczaco obnizona (Ryc.13; Ryc.14). Nastepnie obserwowany jest
gwattowny wzrost aktywnosci transkrypcyjnej, utrzymujacy sie przez 8-9 dni (Ryc.14;

Rudzka i wsp. 2022).

Zmienno$¢ czasowa procesu transkrypcji objawiajaca sie okresowa produkcjg nowo
powstajacych  czasteczek mRNA, jest zjawiskiem powszechnie obserwowanym
w réznych typach komérek, od bakterii po ssaki (Levine i wsp. 2013). Jak wykazano
pulsacyjna transkrypcja zostata zidentyfikowana jako dominujacy sposob ekspres;ji
dla okoto 8000 réznych loci w genomie cztowieka (Dar i wsp. 2012). Kazdy puls sktada
sie z serii transkryptow wytwarzanych w krétkim czasie i jest oddzielony od kolejnego
okresem ciszy transkrypcyjnej. Jeden z przyktadéw pulsacyjnej aktywnosci
transkrypcyjnej dotyczy ekspresji genu kodujacego biatko p53 w komérkach ssaczych.
Istota pulsacyjnej aktywnosci genu kodujacego to biatko polega na cyklicznym
witaczaniu i wytaczaniu sie tego czynnika transkrypcyjnego w odpowiedzi na stres
(np. uszkodzenia DNA). Przetaczanie aktywnosci tego genu generowane jest przez
powtarzajaca sie aktywacje sensora stresu (kinazy ATM) oraz wiele petli negatywnego
sprzezenia zwrotnego, ktére prowadza do degradacji biatka p53 i jego samoregulacji.
Mechanizm ten zapewnia dynamiczng odpowiedz komoérki na utrzymujace

sie uszkodzenia DNA (Batchelor i wsp. 2011).

Pulsacyjna aktywnos$¢ transkrypcyjna wskazuje na ztozong regulacje proceséw
transkrypcyjnych, ktéra moze wynikac z dynamicznych zmian w strukturze chromatyny
(np. remodelowanie chromatyny), modulacji aktywnosci polimerazy RNA |l
(np. jej pauzowania), dostepnosci czynnikéw transkrypcyjnych czy obecnosci petli

sprzezenia zwrotnego — zaréwno dodatnich, jak i ujemnych (Chubb i wsp. 2006).

W przypadku mikrosporocytéw modrzewia europejskiego wykazano okresowe zmiany
morfologii chromatyny w kierunku jej kondensacji, co jak wykazano koreluje

z przejsSciowym  obnizeniem  aktywnosSci  transkrypcyjnej  (Kotowerzo-Lubnau
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iwsp.2015). Obserwacje te sugeruja, ze pulsacyjna natura transkrypcji
w mikrosporocytach moze byé regulowana przez specyficzne mechanizmy

epigenetyczne, ktére wymagaja dalszych badan.

Pulsacyjna aktywnos$¢ moze zwiekszac elastycznosc regulacyjng w podejmowaniu
decyzji o ekspresji gendw dzieki niezaleznemu kontrolowaniu czasu trwania i amplitudy
impulséw. Jednym z najlepiej udokumentowanych przyktadéw wptywu dynamiki
transkrypcyjnej na odpowiedz komdrkowa jest supresor nowotworowy p53. Zaréwno
promieniowanie v, jak i ultrafioletowe (UV) aktywuja p53, ale skutkuja odmiennymi
odpowiedziami komdrkowymi: w przypadku promieniowania y dochodzi
do zatrzymania cyklu komérkowego, a w przypadku UV — do apoptozy. Odpowiedzi
te sg zwigzane z odmienng dynamika aktywacji p53: promieniowanie y indukuje serie
impulsow, ktorych liczba zalezy od dawki, natomiast UV wywotuje niepulsacyjna, ciggta
odpowiedzZ o zmiennej amplitudzie i czasie trwania (Levine i wsp. 2013). W ten sposéb
pulsacyjna dynamika wytania sie jako centralna, a nadal w duzej mierze niezbadana,
warstwa czasowej organizacji w komorce. Cykliczny wzrost aktywnosci transkrypcyjnej
obserwowany w mikrosporocytach modrzewia moze zatem odgrywac istotng role
wdalszym rozwoju komérki — w tym w prawidtowym przebiegu podziatu

komdrkowego prowadzacego do powstania dojrzatej, funkcjonalnej mikrospory.

Wykazano rowniez, ze z perspektywy funkcjonalnej, pulsacyjna, a nie ciagta
transkrypcja, moze przynosi¢ komorce istotne korzysci, umozliwiajac bardziej czutg
i elastyczna kontrole ekspresji gendw. Dzieki pulsowaniu, komdrka zyskuje wieksza
zdolno$¢ do podejmowania decyzji transkrypcyjnych — nie musi sie od razu
,Zobowigzywad” do petnej realizacji programu ekspresji, poniewaz nie syntetyzuje

catego wymaganego RNA w jednym impulsie (Chubb i wsp. 2006).

W konteks$cie uzyskanych w niniejszej pracy wynikdéw dotyczacych mikrosporocytow
modrzewia europejskiego, obserwowane pulsy transkrypcyjne moga byé
interpretowane nie tylko jako element regulacyjny, lecz réwniez jako strategia
adaptacyjna umozliwiajagca ograniczenie kosztow energetycznych w fazach

o zwiekszonym zapotrzebowaniu biosyntetycznym, np. bezposrednio przed podziatami
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mejotycznymi. Strategia ta opiera sie na optymalizacji zuzycia energii poprzez
ograniczenie czasu trwania aktywnosci transkrypcyjnej do kluczowych momentow,

zamiast utrzymywania jej na statym poziomie.

Badania obejmujace analize transkryptoméw i proteomoéw trzech réznych organizmoéw
wykazaty, ze geny wykazujace pulsacyjna (cykliczna) ekspresje sa zwigzane z wyzszymi
kosztami energetycznymi, zarébwno na poziomie transkrypcji, jak i translacji. Geny
niecykliczne okazaty sie statystycznie mniej kosztowne w syntezie (Wang i wsp. 2015).
Pulsacyjna ekspresja moze wiec stanowi¢ mechanizm oszczednos$ci energetycznej,
szczegblnie istotny dla genow energochtonnych, ktére — zamiast by¢ stale aktywne —
sg wtaczane okresowo, z duzg intensywnoscig (czyli o wysokiej amplitudzie), lecz
na krotko. Pozwala to komorce osiggnaé wymagany poziom ekspresji przy znacznym

ograniczeniu catkowitego zuzycia ATP (Wang i wsp. 2015).

Czas trwania pulséw transkrypcyjnych moze istotnie réznic sie w zaleznosci od rodzaju
komorki i organizmu. W wiekszosci dotychczas opisanych przypadkéw aktywnosci
pulsacyjnej, czas pomiedzy kolejnymi impulsami miesci sie w zakresie od kilku minut
do kilku godzin (Chubb i wsp. 2006; Zhao i wsp. 2016). Takie zjawiska zostaty
zaobserwowane m.in. w roznych uktadach ssaczych (Dar i wsp. 2012; Suter i wsp. 2011).
Na tym tle szczegdlnie interesujgco wypadajg wyniki uzyskane dla mikrosporocytéw
modrzewia europejskiego, gdzie czas pomiedzy kolejnymi fazami aktywnosci
transkrypcyjnej jest znacznie dtuzszy — okres braku aktywnosci moze wynosi¢ nawet
okoto 2 dni. Nie mozna wykluczyé, ze tak dtugie przerwy pomiedzy impulsami
transkrypcyjnymi moga wynika¢ ze spowolnionego metabolizmu komorek, ktére
w stadium dyfuzyjnym diplotenu pozostaja w stanie fizjologicznego ,uspienia”,
trwajagcym do momentu, w ktérym mozliwe stanie sie dokonczenie mejozy. Hipoteze
te wspiera fakt, ze w opisywanym modelu pulsacyjna aktywno$¢ transkrypcyjna
dotyczy globalnie catego genomu, a nie wybranych, specyficznych gendw.
Obserwowano bowiem znaczacy spadek poziomu aktywnej formy polimerazy RNA II,
cosugeruje ogdlne zahamowanie transkrypcji, a nie zmiane ekspresji ograniczona
do pojedynczych gendw o cyklicznym charakterze. Warto zaznaczy¢, ze wiekszosc

wczesniejszych  badan  dotyczacych pulsacyjnej transkrypcji  koncentrowata
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sie na aktywnosci pojedynczych, scisle okreslonych gendw, w przypadku ktérych okresy
aktywnosci jednego genu moga sie pokrywac z okresami braku aktywnosci innych
gendw, maskujac w ten sposdb globalny charakter zjawiska pulsacyjnosci (Chubb i wsp.

2006).
6.2 Zroznicowana dynamika eksportu mRNA

W badanych komdrkach, poza pulsacyjng aktywnoscig transkrypcyjna,
zaobserwowano globalng retencje poliadenylowanych RNA (poli(A)RNA). Akumuluja
sieone w nukleoplazmie oraz ciatach Cajala (CB) (Ryc.13). Okres retencji oraz
ograniczenia eksportu wiekszosci mRNA jest stosunkowo dtugi, trwa od okoto 8 do 9 dni
(Ryc.13). Dopiero po spadku aktywnosci transkrypcyjnej, czyli w stadium 2 cyklu
syntezy i eksportu poli(A)RNA (po 8-9 dniach), nastepuje stopniowe zapoczatkowanie
eksportu mRNA z jadra do cytoplazmy. Co ciekawe, szczegétowa analiza
poszczegélnych mRNA ujawnita, ze dynamika ich eksportu moze sie rdznic.
Na tej podstawie zidentyfikowano i opisano rézne wzorce syntezy i eksportu mRNA.
Roznity sie one zaréwno dtugosciag czasu przebywania transkryptow w jadrze,
jaki momentem zainicjowania ich eksportu do cytoplazmy (Ryc. 15; Ryc. 16; Ryc.17;
Ryc.18). Ta odmienna dynamika eksportu poszczegdlnych mRNA moze stuzyé
precyzyjnej kontroli czasowej syntezy kodowanych przez nie biatek. W zaleznosci
od zapotrzebowania komoérki na dane biatko, jego synteza oraz moze by¢ ciagta
iutrzymywacé sie na statym poziomie, badz tez moze byC ograniczona tylko
do okreslonych przedziatow czasowych - na przyktad tuz przed momentem, gdy biatko
to bedzie niezbedne w danym procesie komdérkowym. Dodatkowym potwierdzeniem
tej hipotezy sa wyniki wskazujace, ze eksport mRNA do cytoplazmy poprzedza
lub pokrywa sie z momentem syntezy kodowanego przez nie biatka (Ryc.17B; Ryc. 19C;

Ryc.22).

Zjawisko retencji mRNA towarzyszace obnizonej aktywnosci transkrypcyjnej jest
powszechnie obserwowane zaréwno w komorkach roslinnych, jak i zwierzecych,
zwtaszcza w okresach intensywnych zmian morfogenetycznych. Przyktadem moga
by¢ badania przeprowadzone na mikrosporach paproci wodnej Marsilea vestita, ktére

wykazaty, ze w fazie dojrzewania - charakteryzujacej sie odwodnieniem mikrospor
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i ich przejsciem w stan spoczynku - kluczowe mRNA oraz biatka niezbedne do dalszego
rozwoju s3 magazynowane w MLO typu nuclear speckles (NS). Co istotne, mikrospory
w tym stadium staja sie transkrypcyjnie nieaktywne i pozostajg w tym stanie przez caty
proces spermatogenezy, réowniez po ich ponownym nawodnieniu. Regulowana
translacja wczesniej zmagazynowanego mRNA w meskim gametoficie paproci okazuje
sie by¢ niezbedna dla szybkiej produkcji funkcjonalnych, ruchliwych plemnikow.
Akumulacja transkryptdw w zarodniku, umozliwiajagca ich dtugoterminowe
przechowywanie, stanowi istotny mechanizm wspierajacy dynamiczne przejscie
do dojrzatych form gamet meskich (Boothby i Wolniak 2011). Podobne zjawisko
zaobserwowano réwniez w komérkach rozrodczych ssakéw. W przypadku mysich
spermatocytow wykazano wyraznie wyzszy poziom jadrowej retencji transkryptow
w poréwnaniu do bardziej zaawansowanych rozwojowo spermatyd. Co istotne, wiele
sposrdd retencyjnych mRNA pochodzito z gendéw odgrywajacych kluczowa role
w procesach zwigzanych z funkcjonowaniem gamet. Badania te wykazaty ponadto,
ze transkrypty te, mimo retencji w jadrze komoérkowym, sg stabilne i podlegaja
pOzniejszej translacji - zostajg rekrutowane na polisomy dopiero po kilku dniach
od momentu ich syntezy. Spermatocyty i spermatydy wymagaja szczegélnie
intensywnego przeprogramowania ekspresji gendéw, co jest niezbedne do przejscia
zmitozy do mejozy oraz do prawidtowego przebiegu morfogenezy gamet. Odkrycia
te ujawniaja nieoczekiwang, istotng role regulowanej retencji transkryptow
w precyzyjnym  sterowaniu czasem  ekspresji  wybranych  mRNA  podczas

spermatogenezy (Naro i wsp. 2017).

Nie mozna wykluczyé, ze réwniez w przypadku mikrosporocytow modrzewia
obserwowana globalna retencja poli(A)RNA, wspdtwystepujaca z pulsacyjna
aktywnos$cig transkrypcyjna, odgrywa istotng role w procesie prawidtowego

formowania sie dojrzatych mikrospor.

Co wiecej obserwowana retencja poli(A)RNA, jak i regulowany eksport mRNA moga
odgrywaé réwniez kluczowg role w redukcji szumu transkrypcyjnego. Szum
transkrypcyjny definiowany jest jako losowe fluktuacje w aktywnosci gendéw oraz

poziomie transkryptow w czasie, co bezposrednio wptywa na ilosci syntetyzowanych
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biatek i moze negatywnie oddziatywac na funkcjonowanie komérki. Zjawisko to wynika
z niestabilnej kinetyki proceséw molekularnych napedzajacych transkrypcje, ktore
nie zachodza w sposdb ciggty z t3 sama czestoscig. Prowadzi to do powstawania
wspomnianych juz impulséw transkrypcyjnych i, w konsekwencji, do czasowych
fluktuacji aktywnosci gendw. W sprzyjajacych warunkach powstaty szum jest skutecznie
ttumiony przez komorke, co zapewnia powtarzalno$¢ i przewidywalno$¢ zmian
rozwojowych. Nalezy jednak pamietaé, ze w pewnych sytuacjach komoérki moga
wykorzystywac szum transkrypcyjny do generowania zréznicowania funkcjonalnego

w obrebie populacji komérek (Urban i Johnston 2018).

W mikrosporocytach pulsacyjna aktywnos¢ transkrypcyjna generuje znaczne ryzyko
wystepowania szumu transkrypcyjnego, potegowane przez wyjatkowo dtugie, bo okoto
dwudniowe, okresy nieaktywnosci. W takiej sytuacji, bez odpowiednich mechanizméw,
catkowity brak dostepnosci do mRNA mogtby uniemozliwi¢ komorce syntetyzowanie
niezbednych biatek w wymaganym czasie. Dodatkowo, dojrzate mRNA po eksporcie
do cytoplazmy staje sie wysoce podatne na degradacje, co znaczaco skraca jego
zywotno$é w tym kompartymencie (Schoenberg i Maquat 2012). W obliczu tych
wyzwan, mechanizmy takie jak retencja poli(A)RNA i regulowany eksport mRNA jawia
sie jako kluczowe adaptacje. Umozliwiajg one komdrce efektywne zarzadzanie pula
transkryptow w odpowiedzi na dynamiczne zmiany w ekspresji gendw. Przypuszczalnie,
dzieki retencji transkryptow i precyzyjnie kontrolowanemu eksportowi dojrzatych
mRNA, komodrka stopniowo uwalnia je z jadra do cytoplazmy. Proces ten jest
zsynchronizowany z rosngcym zapotrzebowaniem na konkretne biatka, minimalizujac

tym samym opdznienie miedzy eksportem mRNA a inicjacjg syntezy biatka.

Podsumowujac, opisane zjawiska mogg stuzy¢ stabilizacji cytoplazmatycznego
poziomu okreslonych mRNA. Ma to na celu umozliwienie nieprzerwanej syntezy biatek
nawet w okresach bardzo niskiej aktywnosci transkrypcyjnej. W ten sposéb zapobiega
sie fluktuacjom w poziomie biatek, ktorych obecnos¢ w komoérce musi by¢ utrzymana
na statym poziomie. Komoérka, niezdolna do syntezy nowych mRNA w danym
momencie, moze woéwczas korzystaé z rezerwuaru transkryptéw zgromadzonego

wczesniej w jadrze.
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6.3 Ciata Cajala jako miejsca akumulacji niedojrzatych form mRNA oraz

funkcjonalnos¢ transkryptow retencyjnych

Analiza stopnia dojrzatosci retencyjnych transkryptow w mikrosporocytach
modrzewia wykazata, ze znaczna cze$¢ mRNA zatrzymywanych w jadrze to transkrypty
zawierajace jeden lub kilka niewycietych introndéw (Ryc.20; Ryc.24; Ryc.26; Ryc.28;
Ryc.30; Ryc.32). Niedojrzate mRNA, ktoére nie przeszty kompletnego splicing, akumuluja
sie zarbwno w ciatach Cajala, jak i w nukleoplazmie. Z kolei dojrzate formy
analizowanych transkryptow lokalizujg sie gtownie w nukleoplazmie we wczesnych
stadiach cyklu syntezy i eksportu poli(A)RNA oraz w cytoplazmie - gtéwnie pod koniec

cyklu.

Dodatkowo wykazano, ze pre-mRNA kodujace rézne biatka wspotwystepujg w obrebie
wyzej wymienionych kompartymentéw w tym samym czasie (Ryc.21). Potwierdzenie
tego zatozenia byto mozliwe dzieki opracowaniu techniki multi-indirect FISH,
polegajacej na catkowitym wysyceniu miejsc wigzania przeciwciata wtdrnego
z przeciwciatem pierwotnym, eliminujac w ten sposéb ryzyko krzyzowego wigzania,

ktore mogtoby prowadzi¢ do uzyskania fatszywie dodatnich wynikow.

Wyniki te jednoznacznie wskazuja na zaangazowanie ciat Cajala w retencje
niedojrzatych transkryptéow w jadrze. Dodatkowo obserwacje wykazaty, ze dojrzate
mRNA obecne w nukleoplazmie moga ulegaé¢ akumulacji w poblizu CB (ang. Cajal body),
co prowadzi do hipotezy, ze splicing retencyjnych intronéw zachodzi bezposrednio
po uwolnieniu transkryptu z ciata Cajala i tuz przed jego eksportem do cytoplazmy.
Zatozenie to zostato potwierdzone ilosciowo, metodg bezwzglednego qPCR (Rudzka

i wsp. 2022).

Co istotne, w przypadku analizowanych w pierwszej kolejnosci transkryptow tj.
kodujacych biata Sm (Rudzka i wsp. 2022; Ryc.22) oraz podjednostke RPB10 moment
pojawienia sie mMRNA w cytoplazmie pokrywat sie z czasem syntezy kodowanych przez
nie biatek (Ryc. 19).Potwierdzaja to wyniki analizy ilosci cytoplazmatycznej puli biatek

Sm w trakcie trwania cyklu (Rudzka 2020).
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Gwattownemu wzrostowi poziomu biatek Sm w cytoplazmie pod koniec cyklu
towarzyszyt spadek ilosci pre-mRNA w ciatach Cajala oraz wzrost ich obecnosci
w cytoplazmie (Rudzka i wsp. 2022). Wyniki te sugeruja, ze transport mRNA
do cytoplazmy jest skorelowany z ich translacja. Dodatkowo analiza proteomu
cytoplazmatycznego mikrosporocytéw wykazata, ze biatka Sm obecne s3 jedynie

w stadiach 4 i 5, natomiast niema ich w komdrkach w stadium 2 i 3 (Rudzka i wsp. 2022).

Na tej podstawie mozna wysunaé hipoteze, ze retencyjne formy pre-mRNA
w mikrosporocytach modrzewia petnig funkcje regulacyjna, kontrolujac czas eksportu
mRNA, a tym samym czas syntezy konkretnych biatek. W szczegdlnosci, pdzna
translacja biatek Sm mogtaby zapewnia¢ dostepnosé splicingowych czynnikow
tuz przed rozpoczeciem kolejnej fazy cyklu, w ktdrej aktywnos¢ transkrypcyjna wzrasta.
Podobny mechanizm moze dotyczy¢ mRNA kodujgcego RPB10 - retencja jego pre-
mRNA moze oddziela¢ czas transkrypcji od translacji, co pozwala komodrce
na zintensyfikowanie produkcji biatka w okresie najwiekszego zapotrzebowania. Nalezy
podkreslic, ze pod koniec cyklu aktywnos¢ transkrypcyjna mikrosporocytéw jest silnie
obnizona, co ogranicza mozliwos¢ syntezy nowych mRNA. W takich warunkach
wykorzystanie wczesniej zsyntetyzowanych i retencjonowanych transkryptow pozwala
na utrzymanie wydajnej translacji. Jednoczesnie retencja mRNA w jadrze chroni
komorke przed niepotrzebna synteza biatka w okresach niskiego zapotrzebowania,

np. pomiedzy ,pulsami” transkrypcji.

Retencja transkryptow zawierajgcych niewyciete sekwencje intronowe jest zjawiskiem
powszechnie obserwowanym zaréwno w komoérkach roslin, jak i zwierzat.
U wspomnianej juz paproci wodnej Marsilea vestita wykazano, ze cze$¢ retencyjnych
mRNA zawiera introny, ktore s3 usuwane w odpowiednich momentach rozwoju
gametofitu, co umozliwia translacje dojrzatych transkryptéw (Boothby i wsp. 2013).
Coistotne, w przypadku wysuszonych mikrospor tego gatunku, pre-mRNA
zmagazynowane w jadrze moga przetrwaé w stanie nieprzetworzonym nawet przez
kilka lat. Ponadto, u M.vestita stwierdzono, ze retencyjne introny w réznych pre-mRNA
ulegaja post-transkrypcyjnemu splicingowi w réznym czasie, co odzwierciedla ztozony

i precyzyjny mechanizm regulacji ekspresji gendw. Podobne zjawisko zaobserwowano

145



w mikrosporocytach modrzewia, gdzie wykazano zanik form intronowych
analizowanych pre-mRNA w réznych stadiach cyklu syntezy i eksportu poli(A)RNA
(Ryc.26; Ryc.28; Ryc.30; Ryc.32). Wyniki te sugeruja istnienie dodatkowego poziomu
regulacji, ktéry odpowiada za czasowe usuwanie wybranych intronéw. Podobne
zjawisko zostato juz wczesniej opisane w literaturze. Zgodnie z propozycja Boothby
i wsp. (2013) istnieja dwa mozliwe scenariusze wyjasniajgce mechanizm kontrolujacy
czas usuniecia introndw retencyjnych. Pierwszy scenariusz zaktada, ze w obrebie
intronu znajduja sie specyficzne sekwencje lub struktury, ktére moga oddziatywac
zczasowo regulowanymi czynnikami splicingowymi. Taki regulator moze zostaé
aktywowany lub uwolniony z inhibicji w okreslonym momencie, co umozliwia
mu rozpoznanie i zainicjowanie splicingu wybranych retencyjnych introndéw
posiadajacych odpowiednie motywy sekwencyjne. Dzieki obecnosci roznych sekwencji
sygnatowych oraz kilku niezaleznych regulatoréw czasowych, komérka mogtaby zyskaé
mozliwos$¢ selektywnego wycinania okreslonych podzbioréw retencyjnych intronéw
w réznym czasie. Drugi scenariusz zaktada, ze komdrka dysponuje petnym potencjatem
do wycinania wszystkich Rl (ang. retained intron) jednak same transkrypty
zretencyjnymi intronami pozostajg poczatkowo ,zamaskowane” lub z innych
wzgledéw niedostepne dla maszynerii splicingowej. Odmaskowanie wybranego
podzbioru retencyjnych intronéw mogtoby czynié je dostepnymi do splicingu. Czasowa
regulacja tego procesu odmaskowywania sprawiata by, Zze rdéine podzbiory
retencyjnych introndw mogtyby by¢ usuwane w okreslonych momentach rozwoju
(Boothby i wsp. 2013). Mechanizm kontrolujagcy moment splicingu okreslonej grupy pre-
mRNA oraz doktadne miejsce jego zachodzenia w mikrosporocytach modrzewia
pozostaja jednak na obecnym etapie badan nieznane i wymagaja dalszych

szczegbtowych analiz.

Badania przeprowadzone na komoérkach watroby i jelita myszy (Bahar Halpern
i wsp. 2015), a takze na ludzkich komoérkach linii HEK293T (Khyzha i wsp. 2025), rowniez
wykazaty akumulacje retencyjnych transkryptow jednak w obrebie innych jadrowych
domen tj. nuclear speckles. Autorzy tych prac sugeruja, ze preferencyjne wigzanie
mRNA w NS moze utatwiac ich zatrzymanie w jadrze komérkowym. Mimo to doktadna

rola tych MLO w procesie retencji pozostaje nadal niewyjasniona. Co istotne, zesp6t
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Khyzha wykazat, ze transkrypty obecne w NS réwniez posiadaja retencyjne introny.
Dzieki zastosowaniu inhibicji splicingu dowiedziono, ze niekompletnie splicingowane
transkrypty sg kierowane do NS, co wzmacnia hipoteze, iz s3 one miejscem post-
transkrypcyjnego splicingu. Badacze zasugerowali rowniez, ze ukonczenie splicingu
w NS jest warunkiem koniecznym do uzyskania kompetencji do eksportu jadrowego.
Tym samym wskazuja, ze nuclear speckles petnig role punktéw kontroli jakosci,
tymczasowo przechowujac transkrypty do momentu zakonczenia ich dojrzewania.
W przypadku modrzewia europejskiego kondensatami, w obrebie ktérych obserwuje sie
akumulacje retencyjnych transkryptow, sa ciata Cajala. Choé NS wystepuja rowniez
w komarkach roslinnych to w mikrosporocytach modrzewia sg one stabiej
zorganizowane niz w komarkach zwierzecych. Badania wykazaty, ze biatko markerowe
tych struktur, tj. SC35, gromadzi sie w nukleoplazmie gtéwnie w postaci duzych,
nieregularnych obszaréow zlokalizowanych na granicy jadra komorkowego, ktore
odpowiadaja nuclear speckles (Kotowerzo i wsp. 2009). Ze wzgledu na zaobserwowany
udziat ciat Cajala w retencji pre-mRNA oraz nagromadzenie dojrzatych form mRNA
wokét tych kondensatow mozna przypuszczad, ze ciata Cajala w mikrosporocytach
modrzewia przejety pewne funkcje NS typowych dla komoérek zwierzecych i podobnie

jak one petnia role swoistych centréw kontroli jakosci transkryptow.

Chociaz obecnie nie ustalono jeszcze, co doktadnie stanowi sygnat kierujacy
transkrypty do ciat Cajala, mozna przypuszczac, ze istotna role w tym procesie odgrywa
obecnos$¢ sekwencji intronowych. Przypuszczenie to znajduje potwierdzenie
w dotychczasowych obserwacjach, zgodnie z ktérymi w ciatach Cajala gromadza
sie przede wszystkim transkrypty w formie z intronem, natomiast dojrzate formy mRNA
lokalizuja sie gtéwnie w nukleoplazmie i zazwyczaj nie wystepuja w CB. Potencjalnym
sygnatem kierujgcym transkrypt do CB mogtaby byé specyficzna sekwencja
nukleotydowa obecna w retencyjnych intronach. Nie mozna réwniez wykluczyé, ze role
takiego sygnatu petnig okreslone biatka, ktore wigzac sie z retencyjnymi intronami,
posrednicza w transporcie transkryptow do ciat Cajala. Doktadny mechanizm
prowadzacy do akumulacji retencyjnych transkryptéw w obrebie CB pozostaje jednak

wciaz nieznany i wymaga dalszych badan.
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W przeprowadzonych badaniach mozliwa byta szczegétowa identyfikacja transkryptow
zawierajacych retencyjne introny, ktore ostatecznie ulegajg post-transkrypcyjnemu
splicingowi. Umozliwita to izolacja frakcji komérek z réznych etapéw cyklu syntezy
i eksportu poli(A)RNA oraz przygotowanie osobnych transkryptoméw dla kazdej frakcji.
Kluczowe znaczenie miato porownawcze mapowanie tych transkryptoméw wzgledem
siebie, co pozwolito przesledzi¢ losy konkretnych pre-mRNA. Jednym z gtéwnych
kryteriow kwalifikacji transkryptu do bazy pre-mRNA z retencyjnymi intronami byta
obecno$¢ zaréwno formy z intronem, jak i formy pozbawionej tego intronu
w przynajmniej jednej z prob. Transkrypty, dla ktorych nie wykryto formy po wycieciu
intronu, zostaty wykluczone. Dzieki temu baza obejmowata jedynie takie pre-mRNA,
z ktérych ostatecznie powstaje dojrzaty, funkcjonalny transkrypt. Odrzucone
transkrypty tj. takie, ktére zawsze zawieraty intron i dla ktérych nie zidentyfikowano
formy bez intronu moga petni¢ inne funkcje w komdrce np. stuzy¢ do syntezy
alternatywnych izoform biatkowych lub ulegaé degradacji na drodze NMD, stad

tez nie byty one przedmiotem dalszych analiz w tej pracy.

Na dalszym etapie badan przeprowadzono szczegétowa analize stopnia dojrzatosci
transkryptow kodujacych biatka zaangazowane w proces splicingu oraz eksportu
mRNA. Biatka te petnig m.in. kluczowa role w regulacji dojrzewania pre-mRNA, co czyni
je istotnym obiektem badan nad dynamika splicingu w réznych warunkach aktywnosci
transkrypcyjnej. Wyniki analizy wykazaty, ze formy pre-mRNA zawierajace retencyjny
intron ulegaja czasowej akumulacji zaréwno w obrebie ciat Cajala, jak
i w nukleoplazmie. Wyjatek stanowito pre-mRNA kodujace biatko THOC4, dla ktérego
nie stwierdzono akumulacji w CB - transkrypt ten byt obecny wytacznie

w nukleoplazmie (Ryc. 24).

Choc sposrdd analizowanych transkryptéw tylko THOC4, mimo obecnosci retencyjnego
intronu, nie byt kierowany do CB, nie mozna wykluczy¢, ze podobna sytuacja dotyczy
rowniez innych pre-mRNA, ktére wystepujg w mikrosporocytach, ale nie zostaty objete
analiza. Jesli tak, wowczas hipoteza zaktadajaca, ze sama obecno$¢ sekwencji
intronowej stanowi wystarczajacy sygnat do kierowania transkryptéw do CB, mogtaby

okazaé sie nieprawdziwa. Mozliwe jest, ze sygnatem decydujacym o lokalizacji
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transkryptu do CB jest specyficzna sekwencja nukleotydowa obecna jedynie
w wybranej grupie pre-mRNA lub - jak juz wspomniano - specyficzne biatka wigzace
sie selektywnie do okreslonych transkryptéw. Nalezy réwniez uwzgledni¢ mozliwosé,
ze brak sygnatu z obszaru CB dla pre-mRNA THOC4 wynika z ograniczen technicznych.
Przyktadowo, przestrzenna konformacja tego transkryptu w CB mogta utrudniaé
przytaczenie sondy do docelowej sekwencji lub wigzanie przeciwciat uzytych w detekg;ji.
Doktadne wyjasnienie tego zjawiska wymaga dalszych, pogtebionych badan

eksperymentalnych.

W przypadku dwoch analizowanych pre-mRNA, hnRNP oraz RBM39, zaobserwowano
wyrazny, punktowy sygnat zlokalizowany w cytoplazmie, ktérego intensywno$é byta
poréwnywalna z sygnatem jadrowym (Ryc.28; Ryc.30). Najprawdopodobniej sygnat ten
wynika z niespecyficznego wigzania sie kréliczego przeciwciata pierwotnego anty-DIG.
Wyniki reakcji kontrolnej dla tego przeciwciata wykazaty bowiem, ze moze ono
generowac staby sygnat, gtéwnie cytoplazmatyczny, niezaleznie od obecnosci
docelowego antygenu (Supl.29). Cho¢ najsilniej widoczny byt on w przypadku
wspomnianych dwoch  pre-mRNA,  w  rzeczywistosci  sygnat niespecyficzny
w cytoplazmie pojawiat sie dla wszystkich analizowanych pre-mRNA. W sytuacjach,
gdy wtasciwy sygnat fluorescencji dla pre-mRNA byt bardzo wysoki, staby sygnat
wynikajacy z niespecyficznego wigzania przeciwciata stawat sie niewidoczny na tle
sygnatu  specyficznego. Natomiast dla pre-mRNA hnRNP oraz RBM39,
charakteryzujacych sie niskg intensywnoscig sygnatu wtasciwego, intensywnosc
fluorescencji byta poréwnywalna z sygnatem niespecyficznym, co powodowato,

Ze cytoplazmatyczny sygnat stawat sie wyrazniej widoczny.

Nie mozna jednak réwniez catkowicie wykluczyé, obecnosci sekwencji intronowych
w cytoplazmie. Obecno$¢ introndw w cytoplazmie moze bowiem wskazywac
na stabilnos¢ niektorych intronowych RNA, co znajduje potwierdzenie w badaniach
Gardnera i wspédtpracownikdéw (Gardner i wsp. 2012). W pracy z 2012 roku autorzy
opisali nowa klase stabilnych intronowych RNA (sisRNA) w oocytach Xenopus tropicalis,
ktére - mimo ze zwykle uznawane s3 za szybko degradowane - w tym przypadku

wykazywaty dtugotrwatg obecnos$¢ na terenie jadra. Nastepnie Talhouarne i Gall
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pokazali, ze wiele z tych introndw, gtéwnie w formie lariatow, obecne byto réwniez
w cytoplazmie, gdzie wykazywaty odpornosé na degradacje (Talhouarne i Gall 2014).
Autorzy sugerowali, ze takie lariaty mogg petni¢ funkcje regulacyjna, potencjalnie
wptywajac na translacje mRNA we wczesnych stadiach embriogenezy - na przyktad
przez wigzanie regulatorow RNA lub posredni wptyw na dostepno$é mRNA do translacji.
Obserwowany przez nas sygnat cytoplazmatyczny moze wiec odzwierciedla¢ podobny
mechanizm stabilizacji i funkcjonalnego wykorzystania intronowego RNA poza jadrem

komorkowym.

Inng mozliwg hipotezg jest to, ze pewna pula pre-mRNA nie ulega post-
transkrypcyjnemu splicingowi i w niezmienionej formie trafia do cytoplazmy. Tam moze
podlega¢ degradacji na drodze mechanizmu NMD (ang. nonsense-mediated decay),
co stanowitoby dodatkowy sposéb regulacji poziomu syntetyzowanego biatka, lub -
alternatywnie - moze by¢ wykorzystywana do syntezy odmiennych izoform biatkowych.
Tego typu mechanizm, w ktdrym transkrypty z retencyjnymi intronami petnia funkcje
elementu regulacyjnego (Braunschweig i wsp. 2014) lub koduja alternatywne warianty
biatek (Rekosh i Hammarskjold 2018) zostat opisany w literaturze. Wyniki te ponownie
sugeruja, ze retencja introndw moze by¢ kontrolowanym procesem biologicznym,

a nie jedynie wynikiem niedoskonatosci splicingu.

Przeprowadzone analizy molekularne potwierdzity, ze badane pre-mRNA
w mikrosporocytach modrzewia ostatecznie dojrzewajg poprzez usuniecie retencyjnych
intronéw, gdyz wykazano obecno$¢ dojrzatych form tych transkryptéow. Jedynym
wyjatkiem byto pre-mRNA RBM39, dla ktérego nie udato sie potwierdzi¢ obecnosci
formy pozbawionej intronu w analizie molekularnej. Oczywiscie nie mozna catkowicie
wykluczyé, ze taka forma rzeczywiscie wystepuje w komoérkach. Brak pozytywnego
wyniku reakcji PCR mogt wynika¢ z przyczyn technicznych, na przyktad
z niewystarczajacej efektywnosci przytaczania sie zaprojektowanych primerdw.
Natomiast brak detekcji formy dojrzatej w analizie bioinformatycznej transkryptomow
mogt by¢ skutkiem utraty odpowiednich odczytéw na etapie filtrowania wynikéw, strat

fragmentow RNA podczas izolacji lub przygotowywania bibliotek.
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Dodatkowym argumentem przemawiajgcym za obecnoscia dojrzatej formy tego
transkryptu sa wyniki analizy in situ, ktére w tym przypadku byty pozytywne. Choc
wynik ten wydaje sie nietypowy — dojrzata forma byta obecna zaréwno w ciatach
Cajala, jak i w nukleoplazmie oraz cytoplazmie (pod koniec cyklu) — to jesli zostanie
potwierdzony, moze wskazywac, ze dojrzewanie pre-mRNA, a w szczegdlnosci post-

transkrypcyjny splicing zachodzi réwniez w ciatach Cajala.

Nie mozna jednak wykluczyé, ze obserwowany sygnat byt efektem czesciowego
wigzania zaprojektowanej sondy, na przyktad tylko do fragmentu jednego z eksondw,
przy czym drugi koniec sondy pozostawatby wolny. W takim przypadku sonda mogtaby
hybrydyzowaé zarowno do dojrzatego mRNA, jak i do pre-mRNA, poniewaz w obu
formach taka sekwencja jest obecna. Mozliwe, ze hybrydyzacja drugiego korica sondy
byta niemozliwa ze wzgledu na fizyczne zablokowanie docelowej sekwencji przez
wigzace sie tam biatka. Ttumaczytoby to jednoczesna lokalizacje sygnatu w CB (forma

niedojrzata) oraz silny sygnat cytoplazmatyczny (forma dojrzata).

Podsumowujac, dostepnos$¢ odpowiedniej ilosci biatek maszynerii transkrypcyjnej
i splicingowe;j jest kluczowa dla prawidtowego przebiegu tych proceséw i bezposrednio
wptywa na ich wydajnos¢. Retencja mRNA kodujacych te biatka moze petni¢ role
mechanizmu ,magazynowania” transkryptow, ktére powstajg w okresach wysokiej
aktywnosci transkrypcyjnej, a sa wykorzystywane w pozniejszym etapie, gdy aktywnosc
transkrypcyjna ulega znacznemu obnizeniu. Taki sposob regulacji pozwala komérce
przygotowaé sie na moment zwiekszonego zapotrzebowania na biatka niezbedne
do przeprowadzenia transkrypcji i splicingu, szczegdlnie w kontekscie obserwowanego
cyklicznego wzrostu aktywnosci transkrypcyjnej w Scisle okre$lonym przedziale

czasowym.

Warto jednak zwrdci¢ uwage na istotne ograniczenie tej strategii. Nawet przy
zwiekszonej syntezie tych biatek przed kolejnym pulsem aktywnosci transkrypcyjnej
istnieje ryzyko, ze ich ilos¢ okaze sie niewystarczajaca. Niedobor biatek splicingowych

moze wowczas prowadzi¢ do retencji introndw, zwtaszcza tych o stabszych miejscach
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splicingowych, co w konsekwencji moze skutkowaé globalna retencjg poli(A)RNA

obserwowana w badanych komarkach.

Poniewaz introny ulegajace retencji charakteryzuja sie na ogét stabszymi miejscami
splicingowymi w poréwnaniu do innych introndéw, sg one szczegblnie wrazliwe
na spadek stezenia czynnikow splicingowych (Braunschweig i wsp. 2014). W efekcie taki
deficyt moze istotnie wptynac na prawidtowe dojrzewanie transkryptow, a tym samym

na ogolng dynamike ekspresji genéw w komorce.

6.4 Dynamika sktadu ciat Cajala zalezna od petnionej funkcji w cyklu syntezy

i eksportu poli(A)RNA

Ciata Cajala w mikrosporocytach modrzewia stanowig wazng o$ w cyklu syntezy
i eksportu poli(A)RNA. To w nich gromadzone sg nie w petni dojrzate mRNA i to one
s3, waznym elementem warunkujacym eksport tych czasteczek do cytoplazmy (Rudzka
i wsp. 2022). Oprocz tej ‘nadzwyczajnej’ funkgji, ciata Cajala - podobnie jak w innych
komodrkach - biorg udziat w procesie biogenezy U snRNP. Dtugi czas trwania
pojedynczego cyklu syntezy i eksportu poli(A)RNA pozwala na doktadne przesledzenie
w jaki sposob zmieniajg sie ciata Cajala dostosowujac sie precyzyjnie do aktualnej

swojej roli w danym momencie cyklu.

Dynamiczne  zmiany sktadu  molekularnego ciat Cajala  obserwowane
w mikrosporocytach najprawdopodobniej wynikaja z ich roli w przestrzennej i czasowej
organizacji réznych proceséw metabolicznych. W zaleznosci od aktualnych potrzeb
komorki, sktad tych kondensatéw moze zatem ulegac istotnym i dynamicznym

modyfikacjom.

Biogeneza U snRNP

Hipoteza ta znajduje potwierdzenie w wynikach przeprowadzonych badan dotyczacych
biogenezy U snRNP - integralnych sktadnikow kompleksu spliceosomalnego,
dlaktérych ciata Cajala stanowig miejsce ostatecznego dojrzewania oraz
przechowywania. Analiza przebiegu dojrzewania tych czasteczek nabrata szczegdlnego

znaczenia w kontekscie obserwowanej pulsacyjnej aktywnosci transkrypcyjnej, ktora
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stwarza koniecznos¢ szybkiego ztozenia duzej liczby komplekséw splicingowych
bezposrednio przed oraz w trakcie trwania pulsu transkrypcyjnego. Co istotne, wyniki
przeprowadzonych analiz wskazujg, ze rdéwniez same snRNA syntetyzowane
sawsposdb  pulsacyjny, skorelowany z okresami wzmozonej aktywnosci
transkrypcyjnej mRNA (Ryc.33). Podobnie jak w przypadku polimerazy RNA I
syntetyzujacej mRNA, aktywnosc polimerazy odpowiedzialnej za transkrypcje snRNA
byta najwyzsza w stadium 1, a nastepnie stopniowo malata w kolejnych stadiach
(Ryc.14). W przeciwienstwie do dobrze udokumentowanego zjawiska pulsacyjnej
aktywnosci transkrypcyjnej genow kodujacych mRNA, zjawisko pulsacyjnej syntezy

snRNA nie zostato dotychczas opisane w literaturze naukowe;j.

Wyniki przeprowadzonych badan moga zatem stanowié istotny wktad w lepsze
zrozumienie dynamiki biogenezy snRNA i wskazywac¢ na mozliwos¢ istnienia dotad
nieopisanego mechanizmu regulacji ich transkrypcji, ktory - podobnie jak w przypadku
mRNA - przebiegatby w formie powtarzajacych sie faz intensywnej syntezy
poprzedzielanych okresami wzglednej ciszy transkrypcyjnej. Hipoteza ta wymaga
jednak dalszych, pogtebionych badan, ktére pozwola jednoznacznie potwierdzic,
czy obserwowane zmiany rzeczywiscie odzwierciedlajg pulsacyjny charakter syntezy
snRNA i w jaki sposdb ten proces moze by¢ sprzezony z cykliczng aktywnosciag
transkrypcyjng oraz funkcjonowaniem ciat Cajala jako osrodkéw dojrzewania

i akumulacji tych czasteczek.

Pierwszy z etapow cytoplazmatycznego dojrzewania nowo zsyntetyzowanych snRNA,
polegajacy przytaczeniu heptametrycznego pierscienia biatek Sm przypadat na stadium
4 oraz 5 (Ryc.34). Kolejny etap tj. modyfikacja konca 5’ prowadzaca do utworzenia
czapeczki trimetyloguanozynowej na eksportowanych U snRNP réwniez, obserwowana
byta w tym samym momencie - stadium 4 i 5 (Ryc.35). Dodatkowym potwierdzeniem
momentu przeprowadzania tej modyfikacji sa wyniki immunoznakowania enzymu
TGS1, katalizujagcego proces metylacji, ktére wykazaty jego obecnos¢ oraz aktywnosé
w cytoplazmie w tym samym okresie, w ktorym obserwowano czapeczke TMG (stadia 4

i 5)(Ryc.36; Ryc.37). Warto podkresli¢, ze cho¢ obserwowany jadrowy sygnat dla TGS1
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nie odgrywa kluczowej roli w badanym procesie, to najprawdopodobniej nie jest
przypadkowy ani nie stanowi artefaktu. Chociaz funkcje jadrowe TGS1 w komérkach
roslinnych pozostajg dotychczas nie w petni poznane, to w komoérkach kregowcow
wykazano jego udziat w hipermetylacji snoRNA (Girard i wsp. 2008). Zatem
cytoplazmatyczne nagromadzenie biatek Sm, enzymu TGS1 oraz obecnosci czapeczki
TMG pod koniec cyklu zbiegaja sie ze sobg czasowo i przestrzennie, co wspiera
hipoteze, ze wtasnie na tym etapie cyklu syntezy i eksportu poli(A)RNA dochodzi do

cytoplazmatycznego dojrzewania syntetyzowanych na poczatku cyklu snRNA.

Warto podkresli¢, ze czas, jaki uptywa pomiedzy syntezg snRNA (stadium 1-3) a jego
eksportem i dojrzewaniem w cytoplazmie (stadium 4-5), jest bardzo dtugi. Biorac
pod uwage dtugosc¢ poszczegdlnych stadidow, mozna oszacowac, ze maksymalny czas
jaki  moze uptynag¢ od momentu syntezy snRNA do rozpoczecia jego
cytoplazmatycznego dojrzewania moze wynosic¢ nawet do 11 dni. Nowo syntetyzowane
snRNA sg w tym czasie najprawdopodobniej przetrzymywane na terenie jadra. Mozliwe,
ze celem ich zatrzymania w jadrze jest opdznienie momentu cytoplazmatycznego
dojrzewania, tak aby duza pula gotowych do udziatu w splicingu czasteczek pojawiata

sie ponownie w jadrze dopiero na poczatku kolejnego cyklu.

Na podstawie przeprowadzonych badan nie mozna jednoznacznie okresli¢, w ktoérym
doktadnie przedziale jadra komdrkowego lokalizujg sie niedojrzate czasteczki pre-
snRNA. Nie mozna jednak wykluczyc, ze miejscem ich czasowego przechowywania
przed eksportem do cytoplazmy sg réwniez ciata Cajala. Dane literaturowe wskazuja
bowiem, ze po transkrypcji snRNA (U1, U2, U4, U5) sa transportowane do ciat Cajala,
gdzie formowany jest kompleks eksportowy niezbedny do ich dalszego transportu
do cytoplazmy (Ohtani 2018). W badaniach przeprowadzonych przez Smith i Lawrence
rowniez wykazano, ze pre-snRNA pozbawione dojrzatego konca 3’ akumuluja
sie wtasnie w CB (Smith i Lawrence 2000). Mozliwe zatem, ze moment uwolnienia pre-
snRNA do cytoplazmy jest regulowany poprzez modulowanie dostepnosci kompleksu
eksportujacego, ktérego formowanie zachodzi prawdopodobnie w obrebie ciat (Ohtani
2018). Akumulacja niedojrzatych form snRNA w ciatach Cajala mogtaby ttumaczyé

obserwowany pod koniec cyklu poli(A)RNA wysoki poziom sygnatu U2 snRNA
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w tym przedziale jadrowym (Ryc. 35). Nagromadzenie znacznych ilosci U2 snRNA
w CB oraz nukleoplazmie pod koniec cyklu najprawdopodobniej nie odzwierciedla
obecnosci dojrzatej formy, poniewaz sygnat odpowiadajacy zmodyfikowanej czapeczce
TMG oraz biatkom Sm (charakterystycznym dla form powracajacych z cytoplazmy) jest
w tym czasie wykrywany wytacznie w cytoplazmie (Ryc.35). Aby potwierdzic
te przypuszczenia, konieczne s jednak dalsze badania pozwalajace na bezposrednia
detekcje oraz okreslenie lokalizacji niedojrzatych form pre-snRNA. Koniec cyklu wydaje
sie by¢ zatem etapem intensywnego przetwarzania cytoplazmatycznego snRNA
zsyntetyzowanych na poczatku cyklu, ktére nastepnie wracajg do jadra, gdzie
po przejsciu ostatecznych etapdéw dojrzewania (zachodzacych w CB) moga zostaé
wykorzystane podczas kolejnego pulsu aktywnosci transkrypcyjnej. Wysokie
nagromadzenie U snRNP zawierajacych pierscien biatek Sm oraz zmodyfikowana
czapeczke TMG obserwowane na poczatku cyklu (stadium 1 i 2) w nukleoplazmie oraz

CB wspiera te hipoteze.

Analizujac dynamike sktadu molekularnego ciat Cajala, warto podkresli¢, ze poczatek
cyklu, charakteryzujacy sie akumulacjg dojrzatych U snRNP w CB, jest jednocze$nie
okresem gromadzenia ogromnych ilosci poliadenylowanych transkryptéw w obrebie
tych kondensatéow. Dla kontrastu, pod koniec cyklu, kiedy ciata pozbawione
sgdojrzatych czasteczek U snRNP, akumulacja poli(A)RNA nie zachodzi. Réznice
te wyraznie wskazuja, ze sktad molekularny CB na poczatku i na koncu cyklu znaczaco
sie rozni.

Przechodzac do poczatkowych etapdéw cyklu, szczegdlnie interesujace sg obserwacje
dotyczace stadium 1, wskazujace na charakterystyczng lokalizacje biatek Sm oraz
czapeczki TMG w obszarach peryferyjnych jadra, co moze odzwierciedla¢c moment
powrotu czasteczek U snRNP z cytoplazmy do jadra. Na tym etapie stwierdzono takze
stopniowa akumulacje tych czasteczek w obrebie ciat Cajala. Od stadium 3 natomiast,
obserwowano wyrazny spadek dojrzatych U snRNP, co sugeruje, ze czasteczki
te sg intensywnie wykorzystywane w trakcie transkrypcji oraz tuz po pulsie aktywnosci

transkrypcyjnej tj. w obrébce post-transkrypcyjnej retencyjnych transkryptow.
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Dane literaturowe wskazuja na stosunkowo dtugi okres pottrwania snRNA (Matera
iWang 2014). Przyktadowo, Ul snRNA charakteryzuje sie wyjatkowa stabilnoscia,
podczas gdy U2 snRNA wykazuje okres poéttrwania wynoszacy okoto dwdch cykli
komodrkowych tj. okoto 48 godzin (Sauterer i wsp. 1988). Ponadto, w przypadku
funkcjonalnych komplekséw snRNP, takich jak U2, U4/U6 czy U4/U6-U5, wykazano,
ze po zakonczeniu ich funkcji w procesie splicingu, podjednostki tych kompleksow
moga byc transportowane do ciat Cajala w celu regeneracji i ponownego wykorzystania
w kolejnych rundach transkrypcyjnych (Love 2017). Sugeruje to, ze nowo
syntetyzowana pula U snRNP na poczatku cyklu w komédrkach modrzewia moze
byc¢ efektywnie zachowana i wielokrotnie wykorzystywana przez bardzo dtugi czas

(okoto 10-11 dni), dzieki wydajnym mechanizmom recyklingu.

Dotychczas w literaturze opisywano raczej ptynny model obrotu U snRNP, w ktérym
czasteczki stopniowo ulegajg degradacji i sa na biezaco zastepowane nowo
zsyntetyzowanymi. Natomiast w mikrosporocytach modrzewia obserwujemy wyrazny,
zsynchronizowany schemat: po dtugiej fazie intensywnego wykorzystania U snRNP
(okoto 10 dni) nastepuje globalna degradacja zuzytych komplekséw, a nastepnie
odtworzenie nowej puli przed kolejnym pulsem transkrypcyjnym. Taki cykliczny
mechanizm ,masowego odnowienia” moze by¢ szczegblng adaptacjag komorek linii
generatywnej do pulsacyjnego charakteru transkrypcji, zapewniajac krétkookresowa
dostepnosé duzej liczby w petni dojrzatych czynnikéw splicingowych doktadnie wtedy,

gdy sa najbardziej potrzebne.

Cho¢ nasze wyniki wpisujg sie w znany model dtugiego okresu poéttrwania U snRNP,
wskazuja jednoczesnie na istnienie dotad nieopisanego zjawiska globalnej,
skoordynowanej degradacji i odnowy puli U snRNP. Dalsze badania pozwola
szczegbtowo wyjasni¢ dynamike tego procesu i jego znaczenie dla regulacji ekspres;ji

gendéw w mikrosporocytach.

Podsumowujac, uzyskane wyniki wskazuja, ze w mikrosporocytach, w momencie
wykorzystania zgromadzonych w CB dojrzatych U snRNP w stadiach 1i 2 oraz kolejnych,
rownoczesnie juz od stadium 1 rozpoczyna sie de novo synteza nowych czasteczek

snRNA. Swiezo syntetyzowane snRNA podlegaja nastepnie procesowi dojrzewania
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i stopniowej akumulacji w CB, przygotowujac sie do petnienia swojej funkcji w kolejnej

rundzie transkrypcyjne;j.

Takie zsynchronizowanie degradacji i odnowy puli snRNA moze odgrywac kluczowa role
w utrzymaniu ciagtosci i wysokiej efektywnosci procesu splicingu podczas cyklicznych
pulséw transkrypcyjnych. Obserwowana w tym modelu cykliczna synteza de novo,
a nastepnie degradacja czasteczek U snRNP, wydaje sie by¢ bezposrednio skorelowana
z pulsacyjnym charakterem transkrypcji mRNA. Taki mechanizm moze stanowié istotna
strategie adaptacyjng, umozliwiajaca intensyfikacje splicingu w $cisle okreslonych
oknach czasowych i zapewniajaca dostepnos$¢ duzej liczby w petni dojrzatych

czasteczek U snRNP doktadnie w momencie najwiekszego zapotrzebowania.

Z drugiej strony pulsacyjny charakter syntezy czynnikéw splicingowych oraz
ich ograniczona dostepno$¢ na bardzo wczesnych etapach gwattownego wzrostu
aktywnosci transkrypcyjnej mogg prowadzi¢ do globalnej retencji poli(A)RNA,

obserwowanej w tym modelu.

Podczas intensywnej transkrypcji silne miejsca splicingowe sa wykorzystywane
w pierwszej kolejnosci natomiast sekwencje intronowe oflankowane stabymi miejscami
splicingowymi moga nie zostaé ko-transkrypcyjnie wyciete, co w efekcie prowadzi
do powstawania transkryptow pre-mRNA z intronami retencyjnymi. W celu
potwierdzenia tej hipotezy niezbedne bedzie jednak przeprowadzenie dalszych,

szczegobtowych analiz.

Niezaleznie od tego, czy okresowa, pulsacyjna synteza snRNA stanowi zamierzony,
regulacyjny mechanizm intensyfikacji sktadania komplekséw splicingowych tuz przed
kolejnym pulsem aktywnosci transkrypcyjnej, czy tez - przeciwnie - jest zjawiskiem,
ktore przyczynia sie do obnizenia efektywnosci splicingu, prowadzac tym samym
do globalnej retencji transkryptow z RI, kluczowe wydaje sie zwrdcenie uwagi
na szczegdlng role ciat Cajala w buforowaniu dostepnosci maszynerii splicingowe;.
Struktury te wykazuja wyraznie dynamiczny charakter, elastycznie zmieniajgc swoj
sktad molekularny w odpowiedzi na biezace potrzeby komérki. W zaleznosci od etapu
cyklu transkrypcyjnego, ciata Cajala moga petnic role magazynu niedojrzatych form pre-

snRNA, a w kolejnych momentach - jednoczesnie gromadzi¢ zaréwno formy
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niedojrzate, ktére stopniowo w odpowiednim momencie zostang skierowane
do cytoplazmy, jak i formy w petni dojrzate, gotowe do natychmiastowego wtaczenia
w proces splicingu. Taka dynamiczna reorganizacja ciat Cajala podkresla ich istotna
funkcje w przestrzennej i czasowej kontroli dojrzewania oraz dostepnosci U snRNP,
co moze miec kluczowe znaczenie dla utrzymania ptynnosci proceséw obrébki post-

transkrypcyjnej w warunkach pulsacyjnej aktywnosci transkrypcyjne;.

Dystrybucja biatka koiliny

Niezwykle interesujacym, a zarazem nieoczekiwanym aspektem dynamicznych zmian
w sktadzie ciat Cajala podczas cyklu syntezy i eksportu poli(A)RNA w mikrosporocytach
modrzewia jest obserwowane okresowe zanikanie biatka koiliny z tych przedziatow
jadrowych. Koilina jest powszechnie uznawana za kluczowe biatko markerowe
CB, petnigce zasadnicza role w tworzeniu i stabilizowaniu ich struktury. Dane
literaturowe wskazuja, ze po usunieciu koiliny obserwuje sie, ze niektoére sktadniki ciat
Cajala tworza alternatywne struktury, zwane ,ciatkami resztkowymi”, ktére jednak
nie zawierajg U snRNP, co wskazuje na kluczowa role koiliny w zblizaniu wszystkich
sktadnikow kondensatu (Stanék 2023). Choc dotychczasowe badania wskazuja,
ze obecnos¢ koiliny jest niezbedna nie tylko dla powstawania, lecz rowniez dla
utrzymania prawidtowej architektury i funkcji tych struktur (Stanék i Neugebauer 2006),
wyniki zaprezentowane w niniejszej rozprawie sugeruja, iz ciata Cajala mogg zachowac

integralnosc strukturalng pomimo czasowej nieobecnosci tego biatka (Ry.38).

W toku przeprowadzonych analiz zaobserwowano, ze moment zaniku koiliny z obszaru
ciat Cajala przypada na stadium 4 oraz 5 cyklu syntezy i eksportu poli(A)RNA, przy czym
stopniowe obnizanie poziomu sygnatu fluorescencyjnego tego biatka w obrebie tych
struktur widoczne byto juz w stadium 3. Wyniki te mogg sugerowad, iz koilina podlega
wowczas stopniowej degradacji badz przemieszczeniu do innych przedziatow
jadrowych, co moze byé elementem regulacji cyklicznej aktywnosci CB w okreslonych
procesach molekularnych. Réwnolegle, w tym samym okresie, w cytoplazmie
odnotowano wyrazne zwiekszenie punktowego sygnatu fluorescencyjnego (Ryc.38).

Obserwacja ta moze wskazywad na moment syntezy de novo koiliny, ktéra nastepnie,
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w kolejnych stadiach cyklu (stadium 1 oraz 2), jest ponownie importowana do jadra

i akumulowana w obrebie CB.

Warto podkreslic, ze cho¢ czasowe, catkowite zanikanie koiliny z obszaru ciat
nie zostato dotychczas szczegétowo opisane w literaturze, to dostepne dane
literaturowe wskazujg na istnienie dynamicznej, ciagtej wymiany czasteczek koiliny
pomiedzy CB a nukleoplazma (Deryusheva i Gall 2004). Mozna przypuszczad, iz synteza
biatka koiliny, zachodzaca jedynie w waskim oknie czasowym, wptywa na chwilowa
dysregulacje statej wymiany koiliny pomiedzy ciatami Cajala a nukleoplazma, w ktorej
przez pewien okres biatko to nie jest obecne (stadium 3, 4 oraz 5). PrzejSciowy niedobdr
koiliny w nukleoplazmie, bedacy skutkiem istotnych zmian w poziomie
cytoplazmatycznej puli tego biatka, moze w takiej sytuacji prowadzi¢ do czasowego

obnizenia jej ilosci w obrebie CB.

Z drugiej strony czasowe zanikanie koiliny moze pozostawad w Scistym zwigzku
z cykliczng synteza czasteczek U snRNP w badanych komorkach. Koilina odgrywa
bowiem kluczowa role w rekrutacji U snRNP do ciat Cajala. Jak wykazano w badaniach
przeprowadzonych przez Lemm i wspotpracownikéw, prawidtowa lokalizacja koiliny
w obrebie CB jest Scisle zalezna od poprawnego przebiegu biogenezy czasteczek
UsnRNP (Lemm i wsp. 2006). Autorzy ci udowodnili, ze obnizenie poziomu biatek
zaangazowanych w ten proces skutkuje zaburzeniem dojrzewania U snRNP oraz
uniemozliwia ich ponowny import do jadra komérkowego, co w konsekwencji prowadzi
do rozproszenia koiliny w nukleoplazmie. Wyniki te jednoznacznie potwierdzajg zatem
istnienie funkcjonalnej zaleznosci pomiedzy obecnoscig dojrzatych czasteczek U snRNP

a lokalizacja koiliny w obrebie ciat Cajala.

Mozna zatem przypuszczac, ze w mikrosporocytach modrzewia, w sytuacji czasowego
braku gotowych do eksportu czasteczek U snRNP, koilina przestaje by¢ chwilowo
niezbedna w istniejacych juz ciatach Cajala. Wracajac do wynikdéw badan zespotu
Lemm, nalezy podkreslic, ze choé¢ w ich przypadku wywotane eksperymentalnie

zaburzenia procesu dojrzewania U snRNP prowadzity do dezintegracji ciat Cajala,
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nie musi to oznaczad, iz w warunkach fizjologicznych struktury te nie sg zdolne

do przetrwania mimo przejsciowej nieobecnosci koiliny.

Dowodem wspierajgcym powyzsze rozwazania mogg by¢é wyniki badan
przeprowadzonych przez zesp6t Fujioka, ktory zaobserwowat, ze w jagdrach komoérek
Arabidopsis wystepuja zaréwno ciata Cajala pozbawione koiliny, jak i ciata Cajala
zawierajace to biatko (Fujioka i wsp. 2007). Obserwacje te sugeruja, iz cho¢ koilina
najprawdopodobniej odgrywa kluczowa role w procesie formowania sie ciat Cajala,
jej obecnos¢ moze mie¢ mniejsze znaczenie dla utrzymania integralnosci struktur
juz uformowanych. Co wiecej badania przeprowadzone przez inny zespot wykazaty,
ze krétkotrwata nadekspresja egzogennego biatka SmB w liniach komdrkowych Hela
jest wystarczajgca, by zaindukowac przejsciowe formowanie ciat Cajala. Dane
te wskazujg zatem, ze poziom ekspresji biatek U snRNP oraz proces ich sktadania,
anie poziom ekspresji koiliny czy biatka SMN, mogg stanowi¢ kluczowy czynnik
inicjujagcy powstawanie CB (Sleeman i wsp. 2001). Z kolei wedtug hipotezy
zaproponowanej przez Pontes i Pikaard, w komérkach moze istnie¢ wiele rodzajow ciat
Cajala, roznigcych sie sktadem molekularnym oraz petnionymi funkcjami (Pontes
i Pikaard 2008). W przypadku mikrosporocytow modrzewia nalezy jednak zauwazy¢,
ze obserwowany zanik koiliny dotyczyt wszystkich ciat Cajala bez wyjatku, co moze
dodatkowo wspieraé hipoteze, ze zjawisko to stanowi odpowiedZ na czasowy brak
dostepnych dojrzatych czasteczek U snRNP, a co zatem idzie zmiane dotad petnionej

roli.

Podsumowujac, w badanym modelu zaobserwowano dynamiczne zmiany sktadu
molekularnego ciat Cajala, $ciSle zwigzane ze zmiang ich funkcji w poszczegdlnych
etapach cyklu. Poczatek cyklu, bedacy momentem akumulacji na terenie
CB poliadenylowanych RNA oraz dojrzatych U snRNP gotowych do wykorzystania
w intensywnym splicingu, jest okresem, w ktérym ciata Cajala petnig funkcje
magazynujaca tych czasteczek oraz buforujg ich uwalnianie do nukleoplazmy.
Natomiast koniec cyklu, charakteryzujacy sie akumulacjg gtéwnie niedojrzatych snRNA,
to czas, w ktdrym ciata Cajala wciagz magazynuja czasteczki, ale przede wszystkim

buforujag moment ich uwolnienia z jadra do cytoplazmy. W efekcie mechanizmy

160



te bezposrednio warunkuja moment dostepnosci dojrzatych U snRNP i umozliwiaja

synchronizacje procesu splicingu z cykliczng transkrypcja.

Dynamika zmian przestrzennej lokalizacji biatek i RNA w obrebie ciat Cajala

Poza dynamicznymi zmianami w ogélnym sktadzie ciat Cajala, zaobserwowano réwniez
zmiennos$¢ w przestrzennej lokalizacji poszczegdlnych biatek oraz RNA w ich obrebie.
Udokumentowane na materiale fotograficznym sferyczne lokalizacje czasteczek
zawierajacych czapeczke TMG (Ryc.39.1 - stadium wczesne 1), biatek Sm (Ryc.39.2 -
stadium 2) oraz koiliny (Ryc.39 stadium 1) najprawdopodobniej odzwierciedlaja
etapowa akumulacje tych komponentéw w ciatach Cajala. Przedstawiony materiat
ilustruje kolejne fazy tego procesu - od struktur z wyraznie zaznaczong, peryferyjnie
zlokalizowana sferyczng akumulacja, az do jednorodnego rozmieszczenia sygnatu w
catym ciele Cajala, bez widocznej segregacji przestrzennej. Nie mozna jednak
wykluczyé, ze obserwowana czasowa akumulacja czasteczek U snRNP
(identyfikowanych posrednio na podstawie obecnosci czapeczki TMG i biatek Sm) oraz
koiliny w obszarach peryferyjnych ciat Cajala odgrywa istotng role funkcjonalna,

co wymaga dalszych, pogtebionych badan.

Z kolei zaobserwowana sferyczna lokalizacia mRNA kodujacego biatko RBM39
w stadium 3 moze wskazywac na etap przygotowujacy te czasteczki do eksportu z ciat
Cajala do nukleoplazmy. Sugeruje to wczesniejsze, rownomierne upakowanie ciat
Cajala, widoczne w stadium 2. Dodatkowym argumentem wspierajagcym te hipoteze
sgwyniki przedstawione na Ryc.30, ktore pokazuja, ze w stadium 4 dojrzate mRNA
niesg juz obecne w ciatach Cajala, a ich lokalizacja ogranicza sie gtéwnie
do cytoplazmy. Nie mozna jednak wykluczy¢, ze czasowa akumulacja mRNA
na peryferiach kondensatéw petni réwniez istotng role funkcjonalna, utatwiajac
przebieg kluczowych proceséw przygotowujagcych mRNA do dalszego transportu
najpierw do nukleoplazmy, a nastepnie do cytoplazmy. Obszary peryferyjne ciat Cajala
cechuja sie bowiem wiekszg dostepnosciag do czynnikdéw nukleoplazmatycznych, ktore

moga by¢ niezbedne dla efektywnego eksportu dojrzatych transkryptow.
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Na szczegdlng uwage zastuguje zaobserwowana w stadium 3, dotychczas nieopisywana
w literaturze lokalizacja biatka koiliny w obrebie ciat Cajala. Na tym etapie cyklu
w czesci ciat Cajala sygnat koiliny wypetniat ich strukture réwnomiernie, tworzac
jednorodny obraz fluorescencyjny (Ryc.39.3 - stadium 3). Natomiast w pozostatych
ciatach Cajala odnotowano wyraznie polarny uktad tego biatka. W tym drugim
przypadku widoczna byta wyrazna strefowosé rozmieszczenia: obszary o podwyzszonej
koncentracji koiliny przeplataty sie z regionami niemal catkowicie pozbawionymi
jejsygnatu (Ryc.39.3 - stadium 3). Zjawisko to moze sugerowaé dynamiczne
przemodelowywanie wewnetrznej organizacji ciat Cajala w stadium 3, potencjalnie
zwigzane z etapowym przebiegiem proceséw, takich jak chociazby dojrzewanie nowej

puli U snRNP.

Co wiecej, w jednym z ciat catkowicie wypetnionych koiling zaobserwowano zjawisko,
ktére potencjalnie mogtoby swiadczyé o uchwyceniu momentu separacji opisanego
przez Platani i zespét (Platani i wsp. 2000), a wiec powstawania kilku mniejszych ciat
zjednego wiekszego. Przemawia za tym obecno$¢ wyraznej agregacji koiliny,
prowadzacej do wyodrebnienia sie wewnatrz tej struktury kilku sferycznych form
(Ryc.39.3 - stadium 3). Zasadne wydaje sie jednak pytanie, jaki bytby cel takiego
procesu fragmentacji ciat Cajala. Ponad to wyniki uzyskane dla innego markera
CB tj. U2 snRNA nie wskazuja, aby pod koniec cyklu komérkowego nastepowat istotny
wzrost liczby mniejszych ciat Cajala. Zweryfikowanie tej hipotezy wymagatoby

przeprowadzenia dodatkowych, pogtebionych badan eksperymentalnych.

Nie mozna przy tym catkowicie wykluczyé, ze obserwowany obraz wynika z ograniczen
natury technicznej. Przyktadowo, wyrazniejsze sygnaty fluorescencji widoczne
na obwodzie ciata w poréwnaniu do jego centralnej czesci moga byc skutkiem
utrudnionej penetracji przeciwciata do wnetrza tej gesto upakowanej struktury.
Utrudnienie to moze wynika¢ zaréwno z obecnosci duzej ilosci poliadenylowanych
transkryptow akumulowanych w CB, jak i z fizycznych ograniczen dostepu przeciwciata

do antygenu zlokalizowanego w gtebszych partiach ciata.
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Na ponizszym schemacie w uproszczeniu przedstawiono dynamike zmian sktadu

molekularnego ciat Cajala, ktére zachodza w trakcie cyklu syntezy i eksportu poli(A)RNA

(Ryc.40).
i WCZESNE STADIUM 1 . KOILINA
e
N ‘\. e - 4 J "w @;\ ,,' ‘ TGS1
\‘ ‘ 'I &  PIERSCIEN BIALEK Sm
STADIUM 5" 4@ ﬂf A /S
— e pre-snRNA

oA~ pre-snRNP
il SNRNP

=—— =—— pre-mRNA

N /o

mRNA

@ SYNTEZA pre-snRNA i pre-mRNA

UDZIAL DOJRZALYCH U snRNP
W PROCESIE SPLICINGU

EKSPORT DOJRZALYCH mRNA Z
JADRA DO CYTOPLAZMY

@ SYNTEZA pre-snRNA

CYTOPLAZMATYCZNE ETAPY
DOJRZEWANIA U snRNP

STADIUM 3

Ryc. 40 Schematyczne przedstawienie dynamicznych zmian sktadu molekularnego ciat

Cajala w cyklu syntezy i eksportu poli(A)RNA.
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7.

PODSUMOWANIE

1. W mikrosporocytach modrzewia europejskiego zaobserwowano wystepowanie

naprzemiennych faz wzmozonej aktywnosci transkrypcyjnej (trwajace okoto 8-9
dni), oddzielonych krétszymi okresami wzglednej ciszy transkrypcyjnej (okoto 2

dni).

. W badanych komdrkach stwierdzono wystepowanie globalnej retencji

poliadenylowanych RNA. Szczegdétowa analiza poszczegélnych transkryptow
wykazata istotne réznice w dynamice ich eksportu do cytoplazmy, co pozwolito na
wyrdznienie i scharakteryzowanie odmiennych wzorcéw syntezy i transportu

MRNA.

. Zaobserwowana odmienna dynamika eksportu poszczegolnych mRNA moze petnic

role precyzyjnego mechanizmu kontroli czasu syntezy kodowanych przez nie
biatek. Zaréwno retencja, jak i regulowany eksport poli(A)RNA umozliwiajg
komorce efektywne zarzadzanie rezerwuarem transkryptow w odpowiedzi na
dynamiczne zmiany w ekspresji genow, stanowigc tym samym kluczowe strategie

adaptacyjne.

. Jak ustalono, wiekszos$¢ transkryptéw akumulowanych w ciatach Cajala zawiera

jedna lub wiecej sekwencji intronowych, ktére w podzniejszym etapie zostaja
usuniete w procesie post-transkrypcyjnego splicingu. Retencyjne introny sa
najprawdopodobniej eliminowane bezposrednio po uwolnieniu transkryptu z ciata
Cajala, a tuz przed jego eksportem do cytoplazmy, co wskazuje, ze ciata Cajala

stanowig kluczowy etap w drodze retencyjnych mRNA do cytoplazmy.

. mRNA kodujace biatka maszynerii transkrypcyjnej i splicingowej ulegaja jadrowej

retencji, co moze modulowad dojrzewanie innych transkryptow i sprzyjac¢ ich

czasowej retencji w jadrze.

. Oprécz dynamicznej wymiany transkryptow pomiedzy ciatami Cajala a

nukleoplazma, w trakcie cyklu syntezy i eksportu poli(A)RNA obserwowano takze
inne zmiany w sktadzie molekularnym CB. Koilina, bedaca markerem ciat Cajala,

wystepowata w pierwszej potowie cyklu, natomiast w drugiej ulegata stopniowemu
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zanikowi. Z kolei w odniesieniu do snRNP, poczatkowe etapy cyklu
charakteryzowaty sie akumulacja dojrzatych czasteczek U snRNP, podczas gdy w

pozniejszych fazach dominowato nagromadzenie snRNA.

. Na poczatku cyklu ciata Cajala dziataja gtéwnie jako miejsca gromadzenia
dojrzatych komplekséw U snRNP, ktdre sg nastepnie wykorzystywane w pierwszej
kolejnosci w ko-transkrypcyjnym splicingu. W miare postepu cyklu ich funkcja ulega
zmianie - CB staja sie miejscem akumulacji snRNA, przygotowujac te czasteczki do

eksportu z jadra do cytoplazmy.

. Obecnos¢ koiliny w ciatach Cajala we wczesnych etapach cyklu potwierdza jej
kluczowa role w rekrutacji U snRNP oraz inicjacji tworzenia tej struktury, co jest
zgodne z doniesieniami literaturowymi. Jednakze jej nieobecnos¢ w CB pod koniec
cyklu wskazuje, ze nie jest ona niezbedna dla utrzymania integralnosci

strukturalnej ciata w pdznej fazie cyklu syntezy i eksportu poli(A)RNA.
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Supl. 1 Tabela z wynikami analizy statystycznej mikrosporocytow izolowanych
zpojedynczego pgka kwiatowego (po lewej stronie) oraz diagram przedstawiajgcy
procentowy udziat zidentyfikowanych stadiow. Analiza wykazata wystepowanie wysokiej

synchronicznosci rozwojowej mikrosporocytow modrzewia w obrebie pojedynczego pgka

(93,1%)
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Supl. 2 Tabela z wynikami analizy statystycznej mikrosporocytow izolowanych
z pojedynczej gatezi (po lewej stronie) oraz diagram przedstawiajgcy procentowy udziat
zidentyfikowanych stadiow. Analiza wykazata wystepowanie wysokiej synchronicznosci

rozwojowej mikrosporocytow modrzewia w obrebie pojedynczej gatezi (92,9%).
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pre-mRNA RS2Z32

P |
HA_162891: 23 kbp 5 kbp }

22k 23k 2ak 29k 28k 27k 28k 20k 30k 31k 3k 33k 34k 35k dek 37k 3sk 39k 4ok d4dk  4zk 43k ddk 4Bk
*BEEH UserBlast B =
match:blast

MA_102091
—
MA_102081
=
*DEE-HO High Confidence H [}
MA_102091g0010
@i
*EERHE Low Confidence H
*BERHE Medium Confidence

Supl. 3 Wynik mapowania odczytu o numerze trinity DN1303_c0_g1_i5 i dtugosci 1271 nt
do genomu Picea abies. Wysoka zgodnos¢ sekwencji modrzewiowej z sekwencjq Picea
abies dla genu kodujgcego biatko RS2Z32. Sekwencja wybranego odczytu zawierata
w sobie sekwencje intronu 4 genu kodujgcego biatko RS2Z32 u Picea abies. Wynik
ten moze wskazywac¢ na obecnos¢ retencyjnego intronu 4 w obrebie transkryptu

kodujgcego biatko RS2732 u modrzewia europejskiego.
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>TRINITY_DN1303_c0_gl_i5 len=1271 path=[1:0-102 8:103-304 9:305-405 10:406-1270]
AAATGACCTTTGCAAGTTATTTGTGGTTGTTTATGCCTAATTTTGATCATTGTTGTATTCCTCCAACTGATTTATATAT
AATTTTTTCTTACTTTACTTTATAGGGACCACGTGGAGCTGGTCGAACTAGAGAATATCTAGGACGCGGCCCTCCAC
CTGGGTCTGGTCGGTGCTTCAATTGTGGGAATGATGGCCATTGGGCTCGAGACTGTAAAGCTGGGGATTGGAAAAA
TAAATGTTATCGCTGTGGTGAGAGGGGTCATATTGAAAGAAACTGTCAAAACAGTCCAAAATCAACCGGCAGGTACG
TTTTAGTACTATTTTTCGGCCCGTGTCTGTGGGCTTCAACTTCCTGTGCACTAACAAAAATGCATTTTAAAAACAATT
AATATTTGTGGGCTTTAGGCGTGAGCGGTCTGCTTCAAGATCACCTTCTAGGTCGTTGTCGCGTCGTCGTGGAAGAA
GCCGCAGTGCAAGTTACAACAGCAGAAGTCGTAGCTACAGTCGAAGTCGATCCCCCAGATCACCGAGGGTGGATGG
ACGTACTGCAGTTCAGGATGAAAGAAAATCAAGAAGTCGAAGTTACAGCCACAGTCCTAGGAGGGCAAGGAGACAAA
GTCCAGCAATTGATGATCGTAGGAGCAGCAGTCCTTCAGCTGACAATGCAAGTGGCCAGAGGGGCAGTAGGTATAG
TCCGAAACGAAACACTCGCAGGAGTGACAGTCCACCTTTAGACACTGACCGTGTATCAAGGGACATTGCCAGTCCTC
GAGGAGACAGTCCTGGAAGGTCCCAAAGTCCAGCTGCAAACGGCAAGCCCAGTCGTGATGTAAGCCCAGATACTATG
AAAAATCAAAGCCCAAGCCCTATGAGAGATTCATCTGCTTTCAGAGAGAGCCCTGGAACTAGTTCTTGAATTGCTATA
GGCATCTATTTCGAAATATTGTTATTCCGGTAAAAGATATGTTTTTCATAAATTGGCTTTCAGTATGCCTTTTGGAAC
CACAACAAAAGGATTAAACGATTTTAAGTTCAATTGTCTAAGAGCAATTTCTGCAATCAGATGAGAGTGCCGTTGTGG
CATGAAATTTCAAATTAATTGATCTAGGATTGCAGGTTGGATAATCATTTGAGATATGTTACACGACACACAATATGT
GAAATAACTCAAATGTTTATATTGTCAGAACCTCTTTGTCTCTTAAATTTTTTCAGTTACTGGCTTTTATCATGGTCCA
CATTTAATCACACGATGCTGGATGTTAGCAGGG

Supl. 4 Sekwencja odczytu o numerze trinity DN1303_c0_g1_i5 z zachowanym intronem 4
(zaznaczony niebieskim kolorem). Na podstawie powyzszej sekwencji zaprojektowane
zostaty sondy oraz primery niezbedne do wykonania reakcji FISH oraz przeprowadzenia
zaplanowanych analiz molekularnych (q-PCR wraz z sekwencjonowaniem produktu
reakcji).

CAGGTACGTTTTAGTACTATTTTTCGGCCCGTGTCTGTGGGCTTCAACTTCCTGTGCACTAACAAAAATGCATTTTAA

AAACAATTAATATTTGTGGGCTTTAGGCGTGAGCGGTCTGCTTCAAGATCACCTTCTAGGTCGTTGTCGCGTCGTCG
TGGAAGAAGCCGCAGTGCAAGTTACAACAGCAGAAGTCGTAGCTACAG

Supl. 5 Fragment sekwencji kodujgcej biatko RS2Z32. Kolorem niebieskim zaznaczono
sekwencje retencyjnego intronu, natomiast kolorem czerwonym oznaczono fragmenty
sekwencji komplementarne do zaprojektowanych primeréw. Primery te postuzyty
do przeprowadzenia reakcji gPCR, ktéra miata na celu identyfikacje formy niedojrzatej

analizowanego transkryptu.
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Immature Product: 111 bp
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Overall Results for sample 3 | sample 3

Number of peaks found: 2 Corr. Area 1: 36.1
Naise: 0.4

Peak table for sample 3 : sample 3

Peak Size [bp] Conc. [pg/pl] Molarity [pmol/1] Observations

1 4 35 125.00 5411.3 Lower Marker

2 110 241.63 33178

3 566 1243 33.3

4 ¢ 10,380 75.00 0.9 Upper Marker

Region table for sample 3 : sample 3

From To [bp] Corr. %o of Average Size Size distribution in  Conc. Mola Co
[bp] Area Total [bp] CV [%] [pg/pl] [pmol/1] lor
200 1,000 361 18 430 44.2 76.44 343.2 O

Supl. 6 Wyniki przeprowadzonej elektroforezy kapilarnej na urzgdzeniu Bioanalyser.
Wynik dotyczg analizy dtugosci produktu reakcji gPCR dla pre-mRNA kodujgcego biatko
RS2Z32. Uzyskano produkt dtugosci 110 nt, przy czym spodziewana dtugos¢ produktu

wynosita 111 nt.
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MRNA RS2Z32

TCAAAACAGTCCAAAATCAACCGGCAGGTACGTTTTAGTACTATTTTTCGGCCCGTGTCTGTGGGCTTCAACTTCCT
GTGCACTAACAAAAATGCATTTTAAAAACAATTAATATTTGTGGGCTTTAGGCGTGAGCGGTCTGCTTCAAGATCACC
TTCTAGGTCGTTGTCGCGTCGTCGTGGAAGAAGCCGCAGTGCAAGTTACAACAGCAGAAGTCGTAGCTACAGTCGAA
GTCGATCCCCCAGATCACCGAGGGTGGATGGACGTACTGCAGTTCAGGATGAAAGAAAATCAAGAAGTCGAAGTTAC
AGCCACAGTCCTAGGAGGGCAAGGAGACAAAGTCCAGCAATTGATGATCGTAGGAGCAGCAGTCCTTCAGCTGACAA
TGCAAGTGGCCAGAGGGGCAGTAGGTATAGTCCGAAACGAAACACTCGCAGG

Supl. 7 Fragment sekwencji kodujgcej biatko RS2Z32. Kolorem niebieskim zaznaczono
sekwencje retencyjnego intronu, natomiast kolorem czerwonym oznaczono fragmenty
sekwencji komplementarne do zaprojektowanych primeréw. Primery te postuzyty
do przeprowadzenia reakcji qPCR, ktora miata na celu identyfikacje formy dojrzatej

analizowanego transkryptu.
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Mature product: 321 bp
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Overall Results for sample 4 sample 4

Number of peaks found: 1 Corr. Area 1: 128.5

Noise: 0.4

Peak table for sample 4 : sample 4

Peak Size [bp] Conc. [pg/pl] Molarity [pmol/I] Observations

1 4 35 125.00 54113 Lower Marker

2 314 189.20 012.7

3 P 10,380 75.00 109 Upper Marker

Region table for sample 4 : sample 4

From To [bp] Corr. % of Average Size Size distribution in Conc. Molarity Co
[bp] Area Total [bp] CV [%] [pg/pl] [pmol/I] lor
200 1,000 1285 61 391 40.1 310.23 1,380.2

Supl. 8 Wyniki przeprowadzonej elektroforezy kapilarnej na urzgdzeniu Bioanalyser.
Wyniki dotyczg analizy dtugosci produktu reakcji gPCR dla mRNA kodujgcego biatko
RS2Z32. Uzyskano produkt dtugosci 314 nt, przy czym spodziewana dtugos¢ produktu
wynosita 321 nt.
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pre-mRNA THOC4

(]
{ HA_44883; 9 kbp 2 kbp | |
7 g 9 10k, 11k, 17k 13k 14k 15k,
*EHERH UserBlast B 1]
match:blast
MA_44083 MA_44083 MA_d4083 MA_44083 MA_44083
=] =
MA_ddi83 MA_dd083 MA_dd083 MA_ddos3
= u] ——
MA_dd083
*BEEH High Confidence H &
MA_4408350010
— —
*EERHER Medium Confidence H =
*BEEH Low Confidence H
| I

Supl. 9 Wynik mapowania odczytu o numerze trinity DN1414_c0_g1_i32 i dtugosci 3604 nt
do genomu Picea abies. Wysoka zgodnos¢ sekwencji modrzewiowej z sekwencjq Picea
abies dla genu kodujgcego biatko THOC4. Sekwencja wybranego zawierata w sobie
sekwencje intronu 3 genu kodujgcego biatko THOC4 u Picea abies. Wynik ten moze
wskazywac na obecnosc retencyjnego intronu 3 w obrebie transkryptu kodujgcego biatko

RS2732 u modrzewia europejskiego.

>TRINITY_DN1414 _c0_gl_i32 len=3604 path=[1:0-403 2:404-404 3:405-722 4:723-1426 5:1427-1463 7:1464-
1807 8:1808-1834 9:1835-2378 10:2379-2785 11:2786-3219 13:3220-3603]

CGGATTACTGCGTTAATTTGGCAGTCTGAAGGTTTTCTGGTCTACTATTCTTATTCCTTGCCGAAAGCATTTATTCAT
CCGATTTCTCTTTGGTTCGCCAATCCCGGCCTGGGCTTCTTGTTCAATTTATCGGTGCGGGAGCCTCAGGAGCCTCT
TATTCCATCCTATTCTATCCTGCCCCGCTTCTCCAGTCTTTATATCTCACACGCAACACTTTCTCAGCCATCTAGGGT

TCTGAAAAGAAAGGGGAGGGTTTCATTTCAATCATCTTCTTCGAGGGTTTGAAAAAGAGGGGAAGGGTTTCACCTCA
GCCATCTTCTTCCTGGGTTTCTAAAAGAGTGGGGAGGGTTTCATCTCAGTCATCTTCTTCGCGGGTTTCAAAAAGAG

TGGGGAGGGTTTCATCTCAGTCATCTTCTTCGCGTTTCTGGGTTTTCTCAGCAGGTTACATACAGAGGCCAGAGCTT
TGGGCTTCGTTCGTTCGGTTTCAAGAGGTCAAAAGTTCGATTCTTCATGGCGAGTTCCCTGGACATGTCACTAGAAG
ATCTCATAAAGAACAATAAGCCGTTCAGTGGCGGAAGAGGCAGAGGAGGAAACAGAGGCAGAGGCAGAGGAGGAGG
AAGAGGAGGAGGAAGCAGAGGAGGCGATGGTGGTGGCCGCGGCCGCCGAGGTCAACAGCTTAGGGTCAATGCCAA

TGGCCGGCCTTCGCCATATACTATCGCCAAG
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CGGCCTATACTCTCATCAGTAACAACAATTTTTATTTATTGATTTCTCTACGTCTTGTAGAATTATTCACTTATTCAAC
GGGATTTTGTCTTTGCACCATTGTGGCACGTCATTAGCTATATTTTGCACCACTAGAATTTTATTTCTGCATTGTGAT
TCCTAAAGTAGAACTCTGTCCGTGCATCCTTCTCTTTAGTTATTTAGTACATTCTGTTTGTAGAGTTTGATTTGACAC
ACCATTACTTACAGTTACACATTGCATTTCTCTTTGAATAAAATTCAGTCTGTGCATCATACTATGTGGTTGTACTGTA
CATTATTTCTTTTTCTGTTATGAGTAGAATTCTGCCCGTGAACTTTATTCTTTTTCCTTTAATGGAATTTTGTCTAGGC
TTCTATTCACTTTTTTTCAATTGGCTTACACTAAGTTTTGTTTGTGCACTTCATATTTGAAATATTTTTGCCCCAACTT
CTAACGGTGTCTGCTTTGTGGGGCTACATATTTTTTGTGGAATGCCAAAGCAGTCGTTCAGCCGTAACAAGGGTGTC
ATATGGCAGCATGACATGTTTGAGGATAGCATGGCAGCTATAGGCATGCCTATAGGACTGGAGACTGGCACCAAATT
GTACGTTTCAAATTTGGATTCTGGAGTATCCAATCAAGACATAAAGGAGCTTTTCTCAGAAGTCGGGGATCTCAAGA
GCTGTTCTCTTCATTATGATAGAAGTGGTCGATCAAATGGTACAGCAGAGGTAGTTTTTGTAAAGAAAAGTGATGCA
GTTGCTGCTGTGAAGCGGTACAACAATGTCCAGCTTGATGGTAAACCGATGAAGATAGAACTTGTTGGGACAGGTTT
AAGTTTGCCCTTGTCTGCCCGTGTTAATGTTACTGGAACATCAGCTGGAAGAGGAAGGAGGACAGTTGTGATGACAC
CGGGATTTACACGAGCAGCAGCAGATGCTTCAATGGAGCATAGGGGTCGCAATAGTAACTGGAATCGTCGTCGTGG
TCGGCGTTCCGGTGGTCCAGGAAGAGGAGGACGTCGTGGTCGTGGAAGAAGCCAGGTTCCAGCTAAGTCTGTTGCA
GAACTTGACAAGGAGCTGGAAAACTATCATACTGAGGCCATGCAGACATCTTAAACTTATCTTCCGTTGATAGAAAGA
TCATATATTTCAGTTGTATTGCTGTTTCTAGAAAGATCCTCTATCATGTACTTGTGAAAGCTGTAAAACCAAAAGATT
CTTGAGAAAGATTCTCTCTATTGTTAAATATTTGCCTTGGCAATTGGGCACTTATCAATCAATGCATGATTTCTCAGC
AGATCCAGTTATCATGCACATTTACTTCACCCATAAATTTATGGAACTGTCGGGCCAATCTTATTTTGTTAGTTTGGA
AGTGAGATTATCAAGGTGTTAGCAGCATTTGGCACTGATGTGCGTTTTCCTTTTGGTATTCATAGTCAGCTCTATGTT
TCGGTGTGGCCAAAGCAAAACATGCTGCAAGCTTCAGAGGAGAGTCATTATAATAGTGTTTGAAGGATGGGACAAGG
GAGAGACTATCTGATTGACAGTCTCTTTGAGATCTGTGCTAGAATTGATGGGAATTATCAGCCAGATTAAATTTGCAT
TTCGAAGATGCATTGAACACTACAGACAGATAGAGAAAGCTAATGCTTTTCTTGTTTTTTATGTATATTTATAGAGTT
TAATCTTTTAAGAGAATCATGCAGACCTTTCCAAATTCTAA

Supl. 10 Sekwencja odczytu o numerze trinity DN1414_c0_glz zachowanym intronem 3
(zaznaczony niebieskim kolorem). Na podstawie powyzszej sekwencji zaprojektowane
zostaty sondy oraz primery niezbedne do wykonania reakcji FISH oraz przeprowadzenia
zaplanowanych analiz molekularnych (q-PCR wraz z sekwencjonowaniem produktu

reakcji)

GAGGTCAACAGCTTAGGGTCAATGCCAATGGCCGGCCTTCGCCATATACTATCGCCAAGGCAAGCTAACGGATACCC
AATTTTGTCATGTTCAAAAATCTCGGGTATTAAATAGTTTGGTTCTTTTCATTGTATAGGAAAAAGAGACAAAGAAAT
AGCGATGGTG

Supl. 11 Fragment sekwencji kodujgcej biatko THOC4. Kolorem niebieskim zaznaczono
sekwencje retencyjnego intronu, natomiast kolorem czerwonym oznaczono fragmenty
sekwencji komplementarne do zaprojektowanych primerow. Primery te postuzyty
do przeprowadzenia reakcji qPCR, ktéra miata na celu identyfikacje formy niedojrzatej

analizowanego transkryptu.
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Immature Product: 165 bp
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Overall Results for sample 6 : sample 6
Number of peaks found: 2 Corr. Area 1: 240
Noise: 02
Peak table for sample 6 : sample 6
Peak Size [bp] Conec. [pg/pl] Moelarity [pmol/I] Observations
1 4 35 125.00 5,411.3 Lower Marker
2 50 17.54 530.4
3 167 130.28 1,183.1
4 p 10,380 75.00 10.9 Upper Marker
Region table for sample 6 : sample 6
From To [bp] Corr. % of Average Size Size distribution in Conc. Molarity Co
(bp] Area  Total  [bp] cV [%] (pa/pl]  [pmol/l]  lor
200 1,000 24.0 12 499 39.0 2041 78.4 1]

Supl. 12 Wyniki przeprowadzonej elektroforezy kapilarnej na urzgdzeniu Bioanalyser.

Wyniki dotyczg analizy dtugosci produktu reakcji gPCR dla pre-mRNA kodujgcego biatko

THOC4. Uzyskano produkt dtugosci 167 nt, przy czym spodziewana dtugos¢ produktu

wynosita 165 nt.

190




o > 4 =4 - O
o O > 4 -+ Q 3
4 > o o d > o
=4 O o > (@)
4z 0 0 0 ) >
z 4 > o aQ |
94 0 o > Q T
=4 & o 4 4+ ;
o 4 49 > > [e)
4 O AN 4 o (@) o
4 O o O O N
> = > O >
83z 3
G‘i—ln—im
G\—l%ﬁn
> o §>
> > )
ﬁ—‘mmn
> 0 o = 4
4= & 4 O >
O 4 > = 3
> o d >
@ > o)
9 3 8 @
o o % o 2
Ommm_‘
> > > =2 o
> 4 o 9@ A
Ommﬁn
2 2 2 37
Q > 4 >
o 9 o 4 -
>"h>_'
=4 4 o O
© 2 4 3 o o
o @ 4 2 > 4
>>—|mn—|
A 0O 4 2 o =
— > o)
> 4 o 9 7
O o 4 8 o
—|Qﬁ>m
— o B 4
m%mq
© > o & O
> o > 9 >
O 4 =3 9 =
> o 0 B ©
o > 4 8 o
o =24 0O @
—IO;;A
— O > o
4 > © 3 4
;m>—|n
4 @ o >
ch—|(‘7_|—|
- o 4 = >
- 0o & A Hd
4 9 4 a5 o
Q o 4 4 o
QO 0o O 4 0O
o 4 94 49 >
O o O n o
Jd =24 4 2 o
=4 o >
m>ﬁ 3
4 > =2 4O o
O 4 4 >
4 o F 4 0
G"Cﬁ_|c“:l>
QQQOH

Supl. 13 Fragment sekwencji kodujgcej biatko THOC4. Kolorem niebieskim zaznaczono
sekwencje retencyjnego intronu, natomiast kolorem czerwonym oznaczono fragmenty
sekwencji komplementarne do zaprojektowanych primerow. Primery te postuzyty
do przeprowadzenia reakcji qPCR, ktéra miata na celu identyfikacje formy dojrzatej

analizowanego transkryptu.
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Immature Product: 406 nt
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Overall Results for sample 7 : sample 7
Number of peaks found: 2 Corr. Area 1: 139.7
Noise: 0.2
Peak table for sample 7 : sample 7
Peak Size [bp] Conc. [pg/pl] Molarity [pmol/I1] Observations
1 4 35 125.00 5,411.3 Lower Marker
2 416 65.70 239.1
3 443 19.23 65.8
4 P 10,380 75.00 10.9 Upper Marker
Region table for sample 7 : sample 7
From To [bp] Corr. % of Average Size Size distribution in  Conc. Molarity Co
[bp] Area Total [bp] CV [%] [pag/pll] [pmol/I1] lor
200 1,000 139.7 85 415 13.2 107.95 409.2 |

Supl. 14 Wyniki przeprowadzonej elektroforezy kapilarnej na urzgdzeniu Bioanalyser.

Wyniki dotyczg analizy dtugosci produktu reakcji gPCR dla mRNA kodujgcego biatko

THOC4. Uzyskano produkt dtugosci 416 nt, przy czym spodziewana dtugos¢ produktu

wynosita 406 nt.
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pre-mRNA hnRNP Q-like isoform X1

| Povmvsenen |

HA_18435174: 6.6 kbp 2 kbp | i
I I I I 1 I I
Bdk 25k 26k 27k 28k 29k 30k
* B EEHE UserBlast @ =
match:blast
MA_10435174  MA_L10435174 MAL10435174  MA_10435174
—— — — 1
MA_10435174 MA_10435174
| =
MA_10435174
=
*BERHR High Confidence B B
MA_104351 7450010
*BEHERHE Medium Confidence B 17}
*BHERH Low Confidence B

Supl. 15 Wynik mapowania odczytu o numerze trinity DN88_c0_g1_i2 i dtugosci 2293 nt do
genomu Picea abies. Wysoka zgodnos¢ sekwencji modrzewiowej z sekwencjq Picea abies
dla genu kodujgcego biatko hnRNP Q-like isoform X1 u Picea abies. Sekwencja wybranego
odczytu zawierata w sobie sekwencje intronu 7 genu kodujgcego biatko hnRNP Q-like
isoform X1. Wynik ten moze wskazywac na obecnosc retencyjnego intronu 4 w obrebie

transkryptu kodujgcego biatko hnRNP Q-like isoform X1 u modrzewia europejskiego.

>TRINITY_DN88_c0_gl i2 len=2293 path=[0:0-278 2:279-279 3:280-290 4:291-1663 5:1664-1748 6:1749-
2292]

CTTCAATAAAAGAGGGAAAAAGAAACAAACTTGCCATGTCGGTGCCAAATTGAAAGGTTAAGTTTGGTATGGGTTGG
GTATAAGAAGATAAGGCGCTTAGGGTTTGAGATATTGAAATTATTTTTTATAATTTTCGAGATCTAAATCTTATAAACA
AGGCCTTCGGAATCATCAGGCATTTTCAGGAAGTGCATTTCGTAGTCTCTTCTCTTATATATTCTGCCAATACGTCGC
TGGATCGTATCCGAGGGCATCTGCTGTGTTCGGAGCTCATAACTGGTGGCATTCAGGCAGCAGACAAGAAGATTGA
GACAATGCAGGATACCAGAGGATCTGCTGAAGATTTGCATGATGAGCGTGATGAAGAGCAAGTTGATCTTGATGGTG
ATGAAGAAGAGCCAGAAGAAATAATGGACGAGGAAGCAGAGGATGAGGGAGATGTTGAAGAGGAAGAGAGAAATGA
TGGTCAAGAAGGCCTTGATCTTGATCTAGCAGAGGATGAAGGATCTGGTTCACAGGATGAACACGAAGCTGAGCAAG
ATGCAAATGTGTCAAATGTGGACCCTGAAAAATTATCTGAAGATGATGCCAATAATGATACTGTAGAGGATGCCCTGC
CTACAGAAGGCAATGGCGAGAAGGCTGATAAGGATAAAGAAGAGTGTAATGATGAGGAATTGTTAGCACGGCCTCCA
CATGGTACAGAAGTCTTTGTAGGTAATCTACCCCGGAATATCACCAAGGAAGATTTAACTAGTCTTTGCGAGCAGCAT
GGAGAGGTTTCTGAGGTTAATATAAAACGGGAGGCAAGCAAGTTAGAATATGCATTTGTTACATTCACAACCAAGGA
GAGTGCCAAGAAGGCCATTGAGACATTGAATGGTTTTGAGTTTAAGGATAAGAAATTAAGAGTATCGGAATCCCAAC
CAAAAAATCGGCTTTTCCTTGGTAATATCCCATCAAATTTGAAAGAAGAGGACCTAACAAAAGTTGTCTCTGAGCAAG
GTCCTGGATTTCAACATTTGGAGTTGATAAAGGATCCAAAAGATTCAACAAGGAATCGTGGTTTTGCCTTTGTTGAAT
ACTACAACAAAGGCTGTGCCGAAAAGGCAATGAAAAATATGATACATTCAAAATTCCAGTTGGACGACAAGGTCATAA
CAGTTAAATGGGCAACCAGTCAGCGTAGTTCATCCGAGGAGGTCAAGTCTGTTTATGTGCGTAATTTGCCCGAGAAT
GTGACAGAAGAGCAACTAAAAGAACTTTTTGGTCGACATGGTGAAGTCACTAAAGTCGTCCTATTGGAACAAAAGCC
TGGGCAGCCAAAGCGTGATTTTGGCTTTGTTCATTATGCTGATCATTCCAGTGCCATAAAAGCTATTGAAAAAACAGA
GAAATACGTTCTTGAAGATCGGGAGCTGTCGGTCTCTTTAGCAAGACCTTTGAGTGATAAGAAGCCCCAAACTATGG
CAAACCCTACTTCTTTTCAGAGGCCTCTGTTTTCAAATTTTCAGCCTCAAGCTGGGTATGGTTACAATCCAAACATGT
ATGGTTTTGGCTCCATGGGCTATACTCAGCCTGTCATCTATGGAAGAGGCCCCACACCTGAAGGCATGACGATGGTA
CCCATGATACTTCCAGATGGGCGTGTTGGATATGTATTGTAAGTACTTTTACTTATTTCATGTTTTCCCTCTGTCTTA
CAGACAAACACTGTTTCTTGAAATTTATTTCTCTTTGTTGATCAGGCAACAACCAGGGAATGGGGTAGGAGGATCTG
CCCCATACAGAGCAGAAGGGTCTGCTTCTTATGGAGGGCGGTCTACATCGTATAGATCAAGTAGAACCGGTTCAGGC
AGTAGTAGGCATGGTGGAAGAAATTCTGGTAGTGGGGGCAGTCGGCGTTATAATCCCTATTAGTGTTCTGTCAAATA
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TGTTTTTAACATACCAGGACAATGATGGTAGGTTTAGAACAAACCCTATTAGTGTTCTGTCAAATTTTTTTTTAACATA
CCAGGACAATGATAGGTTTATAACACCTTTGTGAGAGCTGATTAACAATGTCTTTATTTTTTATGGAGATCTTTGTAG
CCTTTGATAATTTGAATGAGCTGCTGGATGGTCAAGTATACCATCATTTTCAATTTTGCTATTATTGATCGTGTTATC
CACCGGATTTTCATTGTATTGCCAGCATCTAATATTGGCCGGTACATCAGCTTTAGTATGGAGATATTTTCGTCAATT
GTTCTTGACATTTTCAGTTCTTGTATTCTAGGATTCTCCAGGTGGG

Supl. 16 Sekwencja odczytu o numerze trinity DN88_c0_g1_i2 z zachowanym intronem 7
(zaznaczony niebieskim kolorem). Na podstawie powyzszej sekwencji zaprojektowane
zostaty sondy oraz primery niezbedne do wykonania reakcji FISH oraz przeprowadzenia
zaplanowanych analiz molekularnych (q-PCR wraz z sekwencjonowaniem produktu

reakcji).

AGATGGGCGTGTTGGATATGTATTGTAAGTACTTTTACTTATTTCATGTTTTCCCTCTGTCTTACAGACAAACACTGT
TTCTTGAAATTTATTTCTCTTTGTTGATCAGGCAACAAC

Supl. 17 Fragment sekwencji kodujgcej biatko hnRNP Q-like isoform X1. Kolorem
niebieskim zaznaczono sekwencje retencyjnego intronu, natomiast kolorem czerwonym
oznaczono fragmenty sekwencji komplementarne do zaprojektowanych primeréw.
Primery te postuzyty do przeprowadzenia reakcji gPCR, ktéra miata na celu identyfikacje

formy niedojrzatej analizowanego transkryptu.
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Immature Product: 117 bp
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Overall Results for sample 10 : sample 10
Number of peaks found: 3 Corr. Area 1: 248
Noise: 0.3
Peak table for sample 10 : sample 10
Peak Size [bp] Conc. [pg/pl] Molarity [pmol/I] Observations
1 4 35 125.00 5411.3 Lower Marker
2 64 29.14 692.8
3 118 179.55 2,310.4
4 145 12.21 127.2
5 P 10,380 75.00 10.9 Upper Marker
Region table for sample 10 : sample 10
From To [bp] Corr. % of Average Size Size distribution in Conc. Molarity Co
[bpl Area Total [bp] CV [%] [pg/ull [pmol/1] lor
200 1,000 24.6 9 314 42.2 24.66 138.5 1]

Supl. 18 Wyniki przeprowadzonej elektroforezy kapilarnej na urzqdzeniu Bioanalyser.
Wyniki dotyczg analizy dtugosci produktu reakcji gPCR dla mRNA kodujgcego biatko
hnRNP Q-like isoform X1. Uzyskano produkt dtugosci 118 nt, przy czym spodziewana
dtugosc¢ produktu wynosita 117 nt.
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MmRNA hnRNP Q-like isoform X1

GGGCGTGTTGGATATGTATTGTAAGTACTTTTACTTATTTCATGTTTTCCCTCTGTCTTACAGACAAACACTGTTTCT
TGAAATTTATTTCTCTTTGTTGATCAGGCAACAACCAGGGAATGGGGTAGGAGGATCTGCCCCATACAGAGCAGAAG
GGTCTGCTTCTTATGGAGGGCGGTCTACATCGTATAGATCAAGTAGAACCGGTTCAGGCAGTAGTAGGCATGGTGG

Supl. 19 Fragment sekwencji kodujgcej biatko hnRNP Q-like isoform X1. Kolorem
niebieskim zaznaczono sekwencje retencyjnego intronu, natomiast kolorem czerwonym
oznaczono fragmenty sekwencji komplementarne do zaprojektowanych primerdw.
Primery te postuzyty do przeprowadzenia reakcji gPCR, ktéra miata na celu identyfikacje

formy dojrzatej analizowanego transkryptu.

Mature product: 146 bp
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Overall Results for sample 11 : sample 11
Number of peaks found: 1 Corr. Area 1: 1.9
Noise: 0.3
Peak table for sample 11 : sample 11
Peak Size [bp] Conc. [pg/pl] Molarity [pmol/I] Observations
1 4 35 125.00 5411.3 Lower Marker
2 154 177.73 1,749.3
3 P 10,380 75.00 10.8 Upper Marker
Region table for sample 11 : sample 11
From To [bp] Corr. % of Average Size Size distribution in Conc. Molarity Co
[bp] Area Total [bp] CV [%0] [pa/pl] [pmol/I] lor
200 1,000 1.9 1 725 24.2 1.75 4.0 |

Supl. 20 Wyniki przeprowadzonej elektroforezy kapilarnej na urzgdzeniu Bioanalyser.
Wyniki dotyczg analizy dtugosci produktu reakcji gPCR dla mRNA kodujgcego biatko
hnRNP Q-like isoform X1. Uzyskano produkt dtugosci 154 nt, przy czym spodziewana
dtugosc¢ produktu wynosita 146 nt.
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pre-mRNA RBM39

| Fovveo

HA_168430689: 8.6 kbp 2 kbp |
| | 1 ) | 1 ) |
23k 24k 25 26k 27k 26k 29k 30k
*BER-A UserBlast B
match:blast
MA_10430689 MA_10430689 MA_10430659
a e
MA_10430659 MA_104306589
[m] [—1]
*BER-A High Confidence H
MA_10430683g0020
*BER-ER Medium Confidence H
*BEAH Low Confidence @

Supl. 21 Wynik mapowania odczytu o numerze trinity DN1262_c0_g1_il i dtugosci 2792 nt
do genomu Picea abies. Wysoka zgodnos¢ sekwencji modrzewiowej z sekwencjq Picea
abies dla genu kodujgcego biatko RBM39 u Picea abies. Sekwencja wybranego odczytu
zawierata w sobie sekwencje intronu 1 genu kodujgcego biatko RBM39. Wynik ten moze
wskazywac na obecnosc retencyjnego intronu 1 w obrebie transkryptu kodujgcego biatko

RBM39 u modrzewia europejskiego.

>TRINITY_DN1262_c0_g1 il len=2792 path=[1:0-1199 2:1200-2791]

GGGATTTACCTGCTACTGACGGTGGAATGCGGTCTTCGCGGACGGTCTGCGCTGGTTATGTGCCCTGCTGTTAATC
GGGTCGGAACGGATTTGATCGATGGATTTGAGAATTTTAGTGGAGGGGAATTGTGCAGAGGTAGGAAAGGGCAAGG
AGATCTAAATACAGAGATCGCTCGGGCAAGCGTGGCGTTTGTGGCTGCTGGATCCCTCGCCACCTCCTCCTCCTCCA
TCATTCGCAGACCGATTGTCTAGCGCTTTTTGGCGATACAAAAACCCATACAAACAGCTTTTAGGGTTTCAGCATTTT
TTTACGCGTTTCCAGTTCGAAAACCCGAAAGGGTTGAATCAAGCACAAGTAGCTTTTGTTTTGGCTTGACAACCACTT
ACTATCGATGGATTTTGACGAGTACGATTATTTGGAAAAGACCGTGGAAAATCCAGAAGAAAATGGCAGGCCAGGTG
ATACGTTGGATGAAAAAGATAGAAGTAAAAGCAGCTCCAAACGCAGGAGCGATGAGGATGGCCATGGTGTTGAGCAC
CGGTCCAAAAGGGCAAGGTCTGAGGAAGAAACAAGAGACAGGAGTGATAGAGGGGGGCAGCGGGTAAGGGCTTCTC
GTGACAGGGGAGAGCATGATAGGTCCAGAAGAGGAACTTCACACCATCGGTCTTCTCCGGAGTACAGGTCCAGGGA
TTTGGATAGGGTTGAAAAGGACAGGTACAGAAGCAGTAGAGAGCGTCATGAAAGAGGCTCTCGTGACGGAGAAAGG
GATCATGACAGGGAGCGGTCGGAAAGAAATGGGAGAGATAAAGATCGGGAAAGACTGGAAAAGGACCGGGAACGAG
ACAAAATTAGGGATCGTGACCGTGAAAGCGAAAAGGAGAGGGAGAGGGAGATTGAGAAGGAGAAGGAGAGGTCCCG
TCGAAGCAGGAGCCGTTCTGAGCGACGCCGTAGTGTCGAACGTCATCGTAGTGAACGGGAGAAAGAACGGGCTGAG
CGAGAGAAAAGCAAGGATAGATTGAAGGAAAAAGAGAGAGAAAGGGAGATCAGTGAGAAAGACAACCGGCGATTCAA
AGAAAGAAAGGAAGAAGCTGCAGAACCAGAAGCTGACCCAGAGCGGGATCAAAGGACAGTGTTTGCGTACCAGATAT
GCTTGAAGGCAGATGAAAGGGACGTATATGAGTTTTTCTCAAGAGCTGGAAAGGTACGTGATGTGAGGCTTATAATG
GATCGCAATTCCAGGCGGTCAAAAGGTGTTGGGTACATTGAGTTTTATGATGCCATGTCAGTTCCAATGGCAATAGC
ATTATCTGGTCAGCTGCTGCTTGGTCAGCCTGTAATGGTAAAACCTTCAGAGGCGGAAAAAAATCTAGTCCAATCAA
ATGTTGCTGGAGCCATTGGAGCCGCAGGTGGTTTTATTGGGCCCTATTCTGGTGGAGCCAGAAGATTGTATGTTGG
TAATCTACATTTCAACATAACAGAGGATCAGCTTCGGCAGGTGTTTGAGCCATTTGGTGCTGTTGAGCTTGTTCAATT
GCCAACTGATCCAGAGACTGGCCAGTGCAAGGGTTTTGGATTTGTTCAATTTACAAAACTCGAAGATGCTCGAGCTG
CACAGAACCTGAATGGACAGCTGGAAATTGCTGGTCGAATCATAAAGGTTTCAGCAGTGTCTGATCAAGTTGGAATG
CAGGAGTTTGGGGCTAATGCTGCCGATTTTGATGATGATGATGGAGGTGGCATATCTCTTAATGCTCGTTCTAGAGC
TATTCTTATGCAAAAATTGGACAGGAGTGGTATAGCTACGAGTGGTGCTGGTTCAGTGGCCCCTGTGCCCCTAGCTA
ATCCAACTTTGGGCCTCACAGGGCCTACAGTTCCTGGTATGCCTTCTGCAGTAGCACCTATTGTTCCTTCTCTTGGA
CCAACTACAATCCCTGGCTATATGGGGTTACCTGCGCCTGCAGTTGCTGCCCCAGTTGTGGATCCTATTGGTCCTCC
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AAGTGACTGTCTGTTGCTTAAAAACATGTTTGATCCAAATAATGAGACTGAACCTGATTTTGATTTGGATATTAAAGA
GGATGTGCAAGATGAATGCTCCAAATTTGGTGCAGTGAAGCACATATTTGTGGACAAGCATAGTGCAGGACATGTCT
ACCTGCGTTTTGATAGTGCAACATCTGCAATTGGTGCACAGCGTGCTCTTCATGGCAGATGGTTTGCTGGAAAAATG
ATTACAGCAACATTCATGACGCCTTACACCTATGAGGCAAAATTTCCCGACAGCAAATGAACTTCTACAGAAATGTCT
TTGGGAGATGCATATTTAGATTAGTTTTCACAAAATTAAAGATCAATTGCTGGTCTCGTGGGATTGCATAATGAGAAT
ACAAATTCACGGTTTTTTTGGTGACCAAGAAGCATGTATGAACCAGCCAAGTTATTCTGGATGTACAATCGGGACTA
GCTTGCCTCCTGTTGATTTTGGTGGGAGATTTATTCTTTTACTTGCCTGAACTTGGGCATCCTTAGCTACCTTGTGTA
TATTTTTATTAATTTTCCTATTTCTGTTAATTTGGACTAGTATTTAGTTTGCTCAATACAGTTGGTCTTTAAACAAACG
ATTGGAGGAACATGCTACCTAATGCGGCAGCTACCAGCGTCTGAATACTTCTTGGCATCCATTGTTACAAGGAAGCA
TACAAATTGGTCGTGTATCTTATTTGATGGATTTTTTTCATAAAAAGATTTGGATGTCAGAATTTGTTGCATTTATGG
CATGTTTAATGAATCTTTC

Supl. 22 Sekwencja odczytu o numerze trinity DN1262_c0_gl1_il zzachowanym intronem 1
(zaznaczony niebieskim kolorem). Na podstawie powyzszej sekwencji zaprojektowane
zostaty sondy oraz primery niezbedne do wykonania reakcji FISH oraz przeprowadzenia
zaplanowanych analiz molekularnych (q-PCR wraz z sekwencjonowaniem produktu

reakcji).

GATAGGTCCAGAAGAGGAACTTCACACCATCGGTCTTCTCCGGAGTACAGGTCCAGGGATTTGGATAGGGTTGAAAA
GGACAGGTACAGAAGCAGTAGAGAGCGTCATGAAAGAGGCTCTCGTGACGGAGAAAGGGATCATGACAGGGAGCGG
TCGGAAAGAAATGGGAGAGATAAAGATCGGGAAAGACTG

Supl. 23 Fragment sekwencji kodujgcej biatko RBM39 Kolorem niebieskim zaznaczono
sekwencje retencyjnego intronu, natomiast kolorem czerwonym oznaczono fragmenty
sekwencji komplementarne do zaprojektowanych primeréw. Primery te postuzyty
do przeprowadzenia reakcji gPCR, ktora miata na celu identyfikacje formy niedojrzatej

analizowanego transkryptu.
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Immature Product: 192 bp
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Overall Results for sample 8 :  sample 8
Mumber of peaks found: 1 Corr. Area 1: 123.9
Moise 02
Peak table for sample 8 : Ssample 8
Peak Size [bp] Conc. [pg/pl] Molarity [pmaol/I] Observations
i 4 35 125.00 5.411.3 Lower Marker
2 200 162.17 1,226.7
3 p 10,380 75.00 10.9 Upper Marker
Region table for sample 8 : Sample 8
From To [bp] Corr, % of Average Size Size distribution in Conc, Molarity Co
[bp] Area Total [bp] CV [%e] [pg/ull [pmal /1] lor
200 1,000 1239 61 212 18.4 119.41 875.2

Supl. 24 Wyniki przeprowadzonej elektroforezy kapilarnej na urzgdzeniu Bioanalyser.
Wyniki dotyczg analizy dtugosci produktu reakcji gPCR dla mRNA kodujgcego biatko
RBM39. Uzyskano produkt dtugosci 200 nt, przy czym spodziewana dtugos¢ produktu
wynosita 192 nt.
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mRNA RBM39

CAAAAGGGCAAGGTCTGAGGAAGAAACAAGAGACAGGAGTGATAGAGGGGGGCAGCGGGTAAGGGCTTCTCGTGAC
AGGGGAGAGCATGATAGGTCCAGAAGAGGAACTTCACACCATCGGTCTTCTCCGGAGTACAGGTCCAGGGATTTGG
ATAGGGTTGAAAAGGACAGGTACAGAAGCAGTAGAGAGCGTCATGAAAGAGGCTCTCGTGACGGAGAAAGGGATCA
TGACAGGGAGCGGTCGGAAAGAAATGGGAGAGATAAAGATCGGGAAAGACTGGAAAAGGACCGGGAACGAGACAAA
ATTAGGGATCGTGACCGTGAAAGCGAAAAGGAGAGGGAGAGGGAGATTGAG

Supl. 25 Fragment sekwencji kodujgcej biatko RBM39 Kolorem niebieskim zaznaczono
sekwencje retencyjnego intronu, natomiast kolorem czerwonym oznaczono fragmenty
sekwencji komplementarne do zaprojektowanych primeréw. Primery te postuzyty
do przeprowadzenia reakcji qPCR, ktéra miata na celu identyfikacje formy dojrzatej

analizowanego transkryptu.
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Mature product: 249 bp

sample 9
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Overall Results for sample 9 : sample 9

Number of peaks found: 2 Corr. Area 1 19.5
Noise: 0.2

Peak table for sample 9 : sample 9

Peak Size [bp] Conc. [pg/ul] Molarity [pmol/I] Observations

1 4 35 125,00 54113 Lower Marker

2 113 132.96 1,779.0

3 253 L | 31.2

4 p 10,380 75.00 10.9 Upper Marker

Region table for sample 9 : sample 9

From To [bp] Corr. %o of Average Size Size distribution in Conc. Molarity Co
[bp] Area Total [bp] CV [%0] [pa/ul] [pmoal/I] lor
200 1,000 19.5 13 547 38.4 18.82 67.8

Supl. 26 Wyniki przeprowadzonej elektroforezy kapilarnej na urzqdzeniu Bioanalyser.
Wynik dotyczg analizy dtugosci produktu reakcji qPCR dla mRNA kodujgcego biatko
RBM39. Uzyskano produkt dtugosci 113 nt, przy czym spodziewana dtugos¢ produktu
wynosita 249 nt.

>TRINITY_DN2674_c0_g1_il len=6845
378QPALHWNGITNKRQGQNWGKERNDFQVSTCSFITVDFDVSIMLLLGQEGDIAYRLVELSTSWCPELSSFRVGTVA
WYDCQTTKIRLAPVSEYPFEFLNSLGEEEDANQTGISPYNDDGSLDIDFASLVDVRWVHQHKPTSEPIHIEGENKISSTD
TGTRVPVAEEPGRIETHANGQRNLKSSADKNTDFPDIEKLATGTHANAEINSKSDIANFPVHTEGNGEIVSIWQEINQVF
SAKKAELALKNDQSKVEDFEAEMTKTLKRPRSKGLKDINQISKQGAGEMPKHTSGSTYPRSFKALRNCALGPTISLLRA
QNTL 695

Supl. 27 Przewidywana sekwencja fragmentu domeny Tudor biatka koiliny u modrzewia
europejskiego. Wynik uzyskany w wyniku zmapowania modrzewiowej sekwencji

nukleotydowej o dtugosci 6845 nt do sekwencji koiliny blisko spokrewnionego gatunku
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Cryptomeria japonica (szydlica japonrska). Wynik obejmuje fragment o najwigkszej
homologii  mapowanej sekwencji nukleotydowej modrzewia wzgledem sekwencji
aminokasowej Cryptomeria japonica. Na czerwono zaznaczono obszar domeny
charakteryzujgcy sie najmniejszg zmiennoscig sekwencji aminokwasowej w obrebie
réznych gatunkow roslin. Postuzyt on do wybrania najlepszej sekwencji krotkiego
peptydu, ktory kolejno wykorzystano do immunizacji krélika celem wyprodukowania
specyficznych przeciwciat anty-koilina. Produkcje przeciwciata zlecono firmie Davids

Biotechnologie w Niemczech.

koilina 65kDa

130
i
10—

Supl. 28 Specyficznos¢ antygen(koilina)/przeciwciato anty-koilina. Wyniki analizy metodg
Western blot wykazujgcej specyficznos¢ przeciwciata poliklonalnego stosowanego
w immunozakowaniu.. Po lewej stronie: marker masy czgsteczkowej. Po prawej stronie -
przeciwciato poliklonalne krélicze anty-koilina ( w 2 powtdrzeniach) wyprodukowane
na zlecenie przez firme Davids Biotechnologie w Niemczech. Przypuszczalna masa koiliny

u modrzewia europejskiego to okoto 65 kDa, co potwierdzajg powyzsze wyniki.
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DNA poli(A)RNA

DNA poli(A)RNA

DNA poli(A)RNA
DNA - — —

Supl. 29 Tablica przedstawiajgca wyniki reakcji kontrolnych. Od gory: reakcja kontrolna

bez uzycia sondy, nastepnie reakcja kontrolna bez uzycia sondy i wtérnego przeciwciata
anty-krdliczego (inkubowano jedynie z przeciwciatem pierwotnym kroliczym anty-DIG),
ponizej reakcja bez uzycia sondy oraz przeciwciata pierwotnego anty-DIG (inkubowano
jedynie z przeciwciatem wtornym anty-kroliczym). Dolny panel: reakcja kontrolna
bez zastosowania: sondy, kroliczego przeciwciata pierwotnego anty-DIG i koziego

przeciwciata wtérnego anty-kréliczego. Skala - 10 um.
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Anty-ANA No.5
Anty-mysie
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Anty-krélicze
STAR RED

Anty-TMG

Anty-TGS1

Supl. 30 Tablica przedstawiajgca wyniki reakcji kontrolnych. Panel z lewej strony: reakcje
kontrolne bez uzycia przeciwciata wtdrnego. Inkubacja byta prowadzona
z zastosowaniem jedynie przeciwciat pierwotnych: anty-ANA No.5 (stosowane do detekcji
biatek Sm), anty-SE (stosowane do detekcji biata SERRATE), anty-1C7 (stosowane
do detekcji NP biatka Pol RNA Il), anty-3E10 (stosowane do detekcji aktywnej polimerazy),
anty-koilina (stosowane do detekcji biatka koiliny), anty-4E12 (stosowane do detekcji

syntezy snRNA), anty-TMG (stosowane do detekcji modyfikacji korica 5° snRNP - czapeczki
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TMG), anty-TGS1 (stosowane do detekcji enzymu TGS1). Panel z prawej strony: reakcje

kontrolne bez wuzycia przeciwciata pierwotnego. Inkubacja byta prowadzona
z zastosowaniem jedynie przeciwciat wtérnych: anty-mysiego z Alexa 488, anty-szczurzego

Alexa 488, anty-ludzkiego Alexa 488, anty-krdlicze Alexa 647, anty-mysie STAR orange,

anty-krolicze STAR red. Skala - 10 um.
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