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Spis skrotow

1 Spis skrotow

W teks$cie pracy, na rysunkach i w tabelach stosowano ogolnie przyj¢te symbole literowe

nukleotydéw. Symbole, oznaczajace dwa lub wigcej nukleotydow, ktére utatwiaja zapis

sekwencji objasniono ponizej (zrddlo, http://bioinformatica.uab.es/dpdb/help blast.asp).

Symbol grupy

nukleotydow

Znaczenie

M

A lub C (ang., aMino)

A lub G (ang., puRine)

A lub T (ang., Weak)

C lub G (ang., Strong)

C lub T (ang., pYrimidine)

G lub T (ang., Keto)

Alub Club G, ale nie T

Alub Club T, ale nie G

A lub Glub T, ale nie C

Club G lub T, ale nie A

Z|lW| O D <| R| <|wn|l 2|~

Alub Club G lub T (ang., aNy)

Ponadto w pracy pojawity si¢ nastgpujace skroty:

Skrot
20E

BR-C

Znaczenie

20-hydroksyekdyzon, a-ekdyzon; hormon steroidowy stawonogoéw; ligand
dla funkcjonalnego receptora steroidowego;

ang., broad complex; nazwa elementu regulatorowego i wiazacego si¢ do
niego bialtka, ktére pojawia si¢ w rozwoju owada w odpowiedzi na
ekdyzon, nalezy do genéw wczesnych;
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Skrot
BRE

CF1/Usp
Cy5s
DBD

DCE

DEPC
DMSO

DPE

E74i E75

EcR

EcRDBD

EcRE

EMSA

EVI2

FABP

HSE

HSF

Znaczenie

ang., TFIIB response element; element promotora rdzeniowego
rozpoznawany przez czynnik transkrypcyjny TFIIB potozony zwykle po 5'
stronie kasety TATA (-37) - (-32);

ang., chorion factor; element regulatorowy wiazacy biatko Usp;
indodikarbocyjanino 5-1-O-(2-cyjanoetyl)-(N,N-diizopropylo) fosforamid,
ang., DNA-binding domain; domena wiazaca DNA;

ang., downstream core element; element promotora rdzeniowego zlozony z
trzech subelementéw potozonych zwykle w obszarze: 1) od +7 do +12; 2)
od +19do +24; 3) od +31 do +33;

dietylopirowgglan;

dimetylosulfotlenek;

ang., downstream promoter element; element regulatorowy promotora
rdzeniowego zwykle potozony w pozycji (+28) - (+32) od miejsca startu
transkrypcji;

sieroce  receptory jadrowe Dbezkrggowcdw; znalezione m.in. u
Drosophila melanogaster, odgrywaja wazna role w metamorfozie owada;
ich nazwa pochodzi od lokalizacji cytologicznej;

ang., ecdysteroid receptor; receptor jadrowy stawonogéw; produkt genu
ecr; wspolnie z Usp tworzy funkcjonalny receptor ekdysteroidowy wiazacy
20-hydroksyekdyzon; u D. melanogaster znane sa trzy izoformy: EcR-B1,
EcR-B2 oraz EcR-A;

domena wiazaca DNA biatka EcR;

ang., ecdysone response element; sekwencja regulatorowa warunkujaca
odpowiedz na 20-hydroksyekdyzon;

ang., electrophoretic mobility shift assay; technika analizy oddziatywania
biatek z DNA wykorzystujaca zmiang ruchliwos$ci elektroforetycznej sondy
DNA po zwiazaniu biatka;

ang., ecotropic viral integration site;

ang., fatty acid binding protein; biatko wiazace kwasy ttuszczowe;

ang., heat shock element; element regulatorowy na DNA, do ktérego wiaza
si¢ biatka HSF w odpowiedzi na szok cieplny i inne czynniki stresowe;

ang., heat shock factor; czynnik wiazacy si¢ z DNA 1 indukujacy ekspresje
gen6w w odpowiedzi na szok cieplny i inne czynniki stresowe;
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Skrot
hsp27 EcRE

Inr

IPTG
JH

JHBP

JHE

JHEH

LBD

MCS

MET

MTE

NF1
nt
OMGP

pre-mRNA

PTTH

Pu

Pz

RACE

Znaczenie

ang., heat shock protein 27 gene ecdysone response element; sekwencja
EcRE znajdujaca si¢ w rejonie promotora genu hsp27 z D. melanogaster;

ang., initiator; element regulatorowy promotora rdzeniowego obejmujacy
zwykle miejsce startu transkrypcji (-2) - (+4);

izopropylo-B-D-tiogalaktopiranozyd;
ang., juvenile hormone; hormon juvenilny;

ang., juvenile hormone binding protein; bialko wiazace 1 transportujace
hormon juwenilny z miejsca jego syntezy do tkanek docelowych;

ang., juvenile hormone esterase; esteraza hormonu juwenilnego;

ang., juvenile hormone epoxy hydrolase; epoksyhydrolaza hormonu
juwenilnego;

ang., ligand binding domain; domena wiazaca ligand;

ang., multi cloning site; obszar wektora zawierajacy wiele miejsc
restrykcyjnych, gdzie mozna wprowadzi¢ insert;

ang., methopren tolerant protein,

skrét stosowany w odniesieniu do wody oczyszczanej w aparacie Milli-Q
Plus (Millipore)

ang., motif ten element; element promotora rdzeniowego umiejscowiony
pomiedzy Inr a DPE, zwykle w obszarze od +18 do +29;

ang., neurofibromatosis type 1 gene; gen nerwiakowtodkniakowosci typu 1;
ang., nucleotide; nukleotyd, nukleotydow;

ang., oligodendrocyte—myelin glycoprotein;

czasteczka prekursorowego mRNA stanowiaca cato$¢ transkryptu wraz z
intronami;

ang., prothoracicotropic hormone; hormon protorakotropowys;
deoksyrybonukleotyd purynowy;

deoksyrybonukleotyd pirymidynowy;

par zasad (w DNA);

ang., Rapid Amplification of cDNA Ends; technika umozliwiajaca poznanie
sekwencji niekodujacych na 3'1 5' koncu cDNA;
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Skrot Znaczenie

RBP ang., retinol binding protein; biatko wiazace retinol,

RNaza rybonukleaza A;

RXR ang., retinoid X receptor; receptor kwasu 9-cis retinowego; pod nazwa ta
wystepuja trzy znane biatka: RXRa, RXRP oraz RXRy, kodowane przez
odrebne geny;

SDS-PAGE  elektroforeza w Zelu poliakrylamodowym w warunkach denaturujacych; w
obecnosci siarczanu dodecylu sodu;

snRNP ang., small nuclear rybonucleotideprotein; male jadrowe Dbialtka
rybonukleotydowe tworzace wieloczasteczkowe kompleksy, zdolne do
wycinania intronéw spliceosomalnych z pierwotnych transkryptéw;

TAF ang., TBP assoiated factor; grupa czynnikow oddziatujaca z biatkiem
wiazacym si¢ do kasety TATA;

Tris tris(hydroksymetyl)aminometan;

Usp ang., Ultraspiracle; inna nazwa to CF1 (ang., chorion factor 1); receptor

jadrowy bezkrggowcow bedacy produktem genu Usp; ortolog wzgledem
RXR; wspolnie z EcR tworzy funkcjonalny receptor ekdysteroidowy;

UspDBD domena wigzaca DNA biatka Usp;

X-gal 5-bromo-4-chloro-3-indoilo-B-D-galaktopiranozyd; substrat dla enzymu
B-galaktozydazy, wykorzystywany w  selekcji  klondw  metoda
a-komplementacji;

TF ang., transcription factor; czynnik transkrypcyjny; ogélne okreslenie dla
biatek bioracych udziat w procesie transkrypcji;

UTR ang., untranslated region; sekwencja na koncu 5' 1 3' genu poddawana
transkrypcji, ale nie kodujaca biatka (nietranslatowana).
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2 Streszczenie

Hormon juwenilny (JH) oraz 20-hydroksyekdyzon (20E) wspdlnie reguluja rozwdj i
wzrost owadow. W przeciwienstwie do 20E, molekularny mechanizm dziatania JH a takze
wzajemny wptyw hormondw na siebie wciaz pozostaja niejasne. Pierwszym ogniwem w
przekazywaniu sygnatu od JH jest biatko wiazace hormon juwenilny (JHBP), ktore poza
swoja tytulowa rola takze chroni czasteczke¢ hormonu przed dziataniem niespecyficznych
esteraz 1 umozliwia jej transport do tkanek docelowych. Zamierzone w niniejszej pracy
poznanie struktury i sekwencji genu jhbp stanowi pierwszy krok w kierunku poznania
molekularnych podstaw regulacji jego ekspresji.

W trakcie realizacji niniejszej pracy opublikowana zostata sekwencja genu jhbp
pochodzaca z Manduca sexta. Dlatego tez celem rozprawy doktorskiej stato si¢ nie tylko
przedstawienie budowy genu jhbp z innego organizmu - Galleria mellonella, ale poddanie go
teoretycznej analizie porownawczej i nowym badaniom eksperymentalnym.

Szczegdlowo w niniejszej pracy:

e Przedstawiono krok po kroku strategi¢ sekwencjonowania obszarow niekodujacych
genu jhbp z G. mellonella. Aby tego dokona¢, utworzono cztery biblioteki genomowego
DNA, bgdace matrycami do PCR, gdzie szukano sekwencji niekodujacych. Postugujac
si¢ metoda Genome Walking uzyskano odpowiednie konstrukty, ktére nastgpnie
poddano sekwencjonowaniu. W sumie poznano 11 695 par zasad (pz).

e Powtarzajac procedurg amplifikacji i sekwencjonowania, poznano obszar promotora na
odcinku 1945 pz.

e Podano potozenie i sekwencje czterech intronéw (A, B, C, D) o nastepujacych
dlugosciach: intron A - 4455 pz, intron B - 2319 pz, intron C - 1095 pz, intron D - 857
pz.

e Porownujac sekwencj¢ genomowa z kodujaca, okreslono doktadnie miejsca potozenia
intronow 1 ustalono ich fazy jak nastgpuje: intron A - faza 1, intron B - faza 2, intron C i

D - faza 1.
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e Stwierdzono, ze introny maja charakterystyczne sekwencje otaczajace: GU na koncu 5'
i AG na koncu 3'. Sugeruje to, ze do ich wycinania z sekwencji pre-mRNA
zaangazowana jest klasa U2 spliceosoméw.

e Szczegdtowa analiza budowy jhbp, w odniesieniu do genéw nadrodziny kalicyn (biatek
wiazacych niskoczasteczkowe ligandy), do ktérej naleza rodziny lipokalin, awidyn i
biatek wiazacych kwasy tluszczowe, wskazata, ze gen jhbp jest najbardziej ewolucyjnie
spokrewniony z rodzing lipokalin.

e Eksperymentalnie wykazano, ze gen kodujacy jhbp wystgpuje w genomie
G. mellonella tylko jeden raz.

e Wskazano miejsce startu transkrypcji. Przypada ono na reszt¢ adenylowa, potozong 11
nukleotydéw dalej w kierunku 5' w stosunku do poznanej w naszym laboratorium
sekwencji cDNA jhbp z G. mellonella.

e Analiza obszaru okoto 100 pz w obrebie miejsca startu transkrypcji, wskazata obecnosé
nastgpujacych potencjalnych elementéw regulatorowych promotora rdzeniowego:
kasety TATA w potozeniu od -29 do -24 nukleotydu, sekwencji TCAGTA reprezentuje
element inicjatorowy (Inr) potozony w pozycji 14 - 19 oraz sekwencji AGGTG w
polozeniu od 38 do 42 nukleotydu, wykazujacej podobienstwo do DPE (ang.,
downstream promoter element).

e W oparciu o analizy statystyczne i dane literaturowe przedstawiono hipotezg, ze
podstawowy kompleks transkrypcyjny, przylaczajacy si¢ do promotora rdzeniowego
Jjhbp, zakotwicza si¢ za pomoca kasety TATA, ktéra wraz z dodatkowymi czynnikami
regulatorowymi steruje odpowiednim utozeniem biatek 1 rozpoczgciem procesu
transkrypcji. Wysunigto przypuszczenie, iz wskazane elementy Inr i DPE sa
niefunkcjonalne w jhbp, poniewaz ich potozenia odbiegaja od danych statystycznych
natomiast ich sekwencje w niewielkim stopniu rdznia si¢ od sekwencji zgodnych.

e Korzystajac z bazy danych TRANSFAC® i algorytmu minimalizacji falszywych
pozytywow, znaleziono w genie jhbp z G. mellonella ponad pigcédziesiat potencjalnych
miejsc oddziatywania dla czynnikdéw regulatorowych, takich jak Hunchback (Hb), Heat
Shock Factor (HSF), Ultrabithorax (Ubx), Elf-1, Chorion factor 1/Usp (CF1/Usp),
Broad-Complex Z1 - Z4 (BR-C), Abdominal-B (Abd-B), Croc.

e W intronach A, B 1 C wskazano istnienie o$miu potencjalnych elementéw
regulatorowych wiazacych biatko BR-C, ktore jest niezbedne do prawidtowego rozwoju
owada, a szczeg6lnie podczas usuwania tkanek ze stadiow larwalnych. Sekwencje te

moga stanowi¢ miejsca krzyzowania si¢ szlakow przekazywania sygnatu od JH i 20E.
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e Analiza sktadu nukleotydowego genu jhbp pokazala, ze w sekwencji kodujacej, ktéra
jest pod wigksza presja ewolucyjna, wystepuje wigcej par GC (36%) oraz wigcej puryn
(54%) niz w obszarach niekodujacych, gdzie jest odpowiednio 31% par GC i 50%
puryn. Sa jednak rejony w sekwencjach niekodujacych, w ktorych zawartos¢ par GC
przekracza 60%. Glownie tam odnaleziono fragmenty innych genow, ktore
prawdopodobnie pojawity si¢ stosunkowo niedawno podczas ewolucji.

e W tych obszarach niekodujacych genu jhbp wystgpuje 18 fragmentow, o dtugosciach
od 25 do 127 pz, podobnych do szesciu innych gendw z G. mellonella oraz jednego z
D. melanogaster. Podobienstwo sekwencji jest w zakresie od 82 do 96%. Osiem
fragmentow pochodzacych z genu P25, arylforyny, profenolooksydazy oraz fibroiny
(Fib-H), jest skupionych w klastrze, potozonym w promotorze w rejonie (-1942) -
(-1817). Cztery sekwencje z genu heksameryny sa z kolei w klastrze umiejscowionym
w intronie A, w obszarze 687 - 889. Pozostale fragmenty sa rozproszone w intronach.

e Poprzez pordwnanie jhbp z G. mellonella 1 M. sexta stwierdzono, ze ogo6lna budowa
tych genow jest podobna, ale sa miejsca, w ktorych wystgpuja istotne roznice. Obydwa
geny maja po pie¢ eksonow i cztery introny jednak, transkrypt jhbp u G. mellonella jest
okoto 1,6 razy dluzszy, poniewaz introny A, C i D sa dluzsze. Miejsca wtracenia
intronow w sekwencj¢ kodujaca w obu genach sa podobne, ale nie identyczne,
zachowane sa fazy intronéw. Na obszarze 1945 pz obu promotoréw dystalnych
wystepuja tylko dwie takie same potencjalne sekwencje regulatorowe (HSE i BR-C Z3).
W promotorach rdzeniowych wskazano istnienie kasety TATA, Inr i DPE jednak ich
sekwencje 1 potozenia sa odmienne u obu gatunkdw.

e W oparcie o eksperymenty EMSA wykazano, ze sposrod trzech potencjalnych miejsc
regulatorowych CF1/Usp najsilniej oddzialuje z domena wiazaca DNA biatka Usp
(UspDBD) element I CF1/Usp polozony najdalej w kierunku 5' promotora (poczatek na
-1053 nukleotydzie). Zawiera on sekwencje GGGGTCA.

e Stwierdzono, ze wystgpujacy w promotorze jhbp naturalny element I CF1/Usp ma
nieco wyzsze powinowactwo do domeny wiazace] DNA biatka Usp (UspDBD) niz
element odpowiedzi na ekdyzon z genu hsp27 (hsp27 EcRE), o ktérym wiadomo, ze
oddziatuje z receptorem ekdysteroidowym.

e Wskazane w promotorze elementy CF1/Usp poddano badaniom in vivo, w tescie z
genem reporterowym. W tym celu umieszczono w wektorze pGL3-Basic cztery
fragmenty promotora jhbp, ktore obejmowaty promotor rdzeniowy i kolejne elementy
CF1/Usp. Konstrukt, ktory stanowit kontrolg i stuzyt do standaryzacji reakcji transfekcji

ztozono z wektora pRL oraz sekwencji promotorowej poliedryny pochodzacej z
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wektora pFastBacl. Testy in vivo pokazaly, ze poziom ekspresji uzyskany dla
konstruktow z promotorem jhbp jest od 5 do 8 razy wyzszy niz pustego wektora
pGL3-Basic. Najwyzsza ekspresj¢ uzyskano dla konstruktu zawierajacego tylko

promotor rdzeniowy.
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3 Wstep

3.1 Zaczelo sig od...

Zycie kazdej istoty to tylko chwila w dziejach ziemi. Ale dzigki niezliczonej ilosci takich
»chwilowych” istnien przez okoto 3,5 miliarda lat ewolucji, ziemia zostala zamieszkana przez
niesamowicie roznorodne organizmy. Od prymitywnej bakterii, przez organizmy
wielokomoérkowe, az do czlowieka kazda istota ma swdj czas i swoje miejsce na naszej
planecie. Jednak tylko cztowiek wciaz stawia sobie pytania, dlaczego?, po co?, kiedy?, jak?
Pragnie on poznac to, co go otacza, pozna¢ siebie, swojq przeszio$¢ oraz inne istoty. Dzigki
tej nieodpartej checi poznawania §wiata rozpoczela si¢ moja przygoda z biochemia i biologia
molekularna.

W ciagu ostatnich kilkunastu lat znacznie wzrosta liczba opisywanych nowych biatek 1
sekwencji DNA. Jednak znajomos¢ tych pojedynczych elementow, z ktorych sktada sie kazdy
zywy organizm, nie daje nam pelnej odpowiedzi na temat jego funkcjonowania. Poznanie
zalezno$ci 1 potaczen miedzy czasteczkami budujacymi istote zywa, ich wplywu na
informacj¢ zapisang w genach, pozwoli na uzyskanie petniejszego obrazu wzajemnych
oddzialywan i szlakow przekazywania sygnaldow w gestej sieci regulatorowej organizmu.
Dlatego niniejsza praca poza przedstawieniem sekwencji, waznego dla rozwoju i wzrostu
owaddw genu, sprobuje pokaza¢ mozliwe zaleznosci pomi¢dzy badanym genem, produktem
jego ekspresji - biatkiem wiazacym hormon juwenilny (JHBP, ang., juvenile hormone binding
protein) oraz hormonami 20-hydroksyekdyzonem (20E) i hormonem juwenilnym (JH, ang.,
juvenile hormone), jak tez innymi biatkami zaangazowanymi w procesy regulacji
metabolizmu owadoéw. Ponadto proba cofnigcia si¢ w czasie i analiza historii genu jhbp

dostarczy kolejnych, nieznanych dotad informacji na jego temat.

3.2 Architektura genow owadzich

Od momentu odkrycia i udoskonalenia technik automatycznego sekwencjonowania ilo$¢
poznawanych rocznie nukleotydow ma tendencj¢ wzrostu eksponencjalnego (Rys. 1). Do 15
lipca 2006 roku poznane zostaly sekwencje obejmujace 144 667 612 393 nukleotydow (nt).

Wigkszo$¢ z nich to sekwencje pochodzace ze ssakow. Owady, mimo, ze stanowia
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Rys. 1 llos¢ zdeponowanych w bazie danych EMBL nukleotydéw w latach 1986 -
2006 (wg EMBL Statistics; http://www3.ebi.ac.uk/Services/DBStats/).

najliczniejsza systematyczna grupge organizmow to ich sekwencje nie sa tak licznie
reprezentowane w bazach danych.

Obecnie duze konsorcja prowadza 44 projekty, ktorych celem jest sekwencjonowanie
genomoéw roznych owadow. Szesnascie z nich jest na etapie skladania i porzadkowania
poznanej juz sekwencji a 27 jest w trakcie sekwencjonowania. Jedyny poznany, w pehi
kompletny genom owadzi to sekwencja pochodzaca z D. melanogaster. Jego odkrycie w 2000
roku (Adams i1 wsp., 2000) spowodowalo znaczny postgp w poznawaniu budowy i
charakterystyce gendéw nie tylko owadzich, ale w szerszym spojrzeniu - wszystkich
eukariotycznych. Sekwencja ukonczona w 2000 roku zostala zdeponowana w bazie danych
FlyBase (A Database of the Drosophila Genome) 1 otrzymata numer wydania 1.0 (zrddto,
http://flybase.bio.indiana.edu/). Od tego czasu pojawialy si¢ liczne poprawki 1 uzupetnienia
sekwencji w postaci kolejnych wydan. Obecnie aktualna wersja nosi numer 4.3 i zostata
zaprezentowana 30 marca 2006 roku. Na podstawie danych z sekwencjonowania powstat
model obejmujacy caly genom D. melanogaster, ktory zawiera informacje na temat ilosci
oraz rodzaju kwasow nukleinowych w nim zawartych (Tabela 1). Model ten podlega ciaglym
modyfikacjom, poniewaz prace nad projektem nadal trwaja a sekwencja jest wciaz
udoktadniana. Z prac tych wynika, ze przecigtny gen D. melanogaster ma dtugos¢ okoto 5000
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Tabela 1 Charakterystyka genomu Drosophila melanogaster (wg FlyBase;
http://flybase.bio.indiana.edu/).

llo$é (nt) Przeciet(nnat)diugoéé Najc(l::)iszy Najlz::;))tszy
Geny 14816 5002 279927 16
Geny kodujace | 14066 5247 279927 138
iatka
koﬁ:};’g‘;’;}’ka 19819 2256 69571 132
Eksony 65380 480 27725 3
Introny 48501 1192 185510 30
Obszary
nietranslatowane 17736 184 3391 1
(koniec 5’)
Obszary
nietranslatowane 12162 366 5684 1
(koniec 3’)
Unikalne biatka 17134 568 23015 25
rRNA 104 172 1995 29
tRNA 314 75 186 61
snRNA? 46 111 255 36
snoRNA® 63 88 316 16
miRNA° 66 22 29 20
Inne mexodujace | 110 1903 31065 19
Pseudogeny 52 1119 13064 53

a - (ang., small nuclear RNA), mate jadrowe RNA;
b - (ang., small nucleolar RNA), mate jaderkowe RNA,;
¢ - mikroRNA, jednoniciowe czgsteczki RNA o dtugoéci 21-23 nt.

par zasad i1 sktada si¢ srednio z 4,4 eksonoéw i 3,7 introndéw, ktérych przecigtne dtugosci
wynoszg odpowiednio 480 i 1192 pary zasad. W pordéwnaniu z D. melanogaster ilos¢
poznanych petlych sekwencji genow dla G. mellonella jest znikoma. W bazie danych
znajduje si¢ tylko 5 takich gendéw, w tym 4 kodujace biatka, migdzy innymi sekwencja genu
Jjhbp opisana w niniejszej pracy. Ich struktura nie odbiega znaczaco od przecigtnego genu z D.
melanogaster, bo dlugo$¢ waha si¢g w granicach od 5000 do 10 000 par zasad oraz majg po 5

eksonow i 4 introny.
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3.2.1 Introny

Wraz ze wzrostem poziomu ztozonosci organizmu, coraz dluzsze geny odznaczaja si¢
wigksza iloscia DNA niekodujacego biatek. Oszacowano, ze dla nizszych organizméw
eukariotycznych, takich jak Dictyostelium 1 Plasmodium $rednio jeden intron przypada na
1000 par zasad (Palmer i Logsdon, 1991). Ilo$¢ ta wzrasta do 3-4 w przypadku roslin i
grzyboéw a maksimum, okoto 6 osiaga u zwierzat. Badania sekwencji intronowych wskazuja,
ze nie sa one tylko $mieciami i zbgdnym balastem, ktérego organizmy w trakcie ewolucji nie
chciaty si¢ pozby¢, ale petnig niejednokrotnie istotne funkcje regulujace ekspresje genow.

W genach owadzich pochodzenia jadrowego jak dotad znaleziono introny tak zwane
spliceosomalne, ktéore wycinane sa z pierwotnych transkryptéw za pomoca
wieloczasteczkowych komplekséw rybonukleoproteinowych ztozonych z matych jadrowych
rybonukleoprotein (snRNP, ang., small nuclear rybonucleotideprotein). Wszystkie introny
spliceosomalne zawieraja charakterystyczne sekwencje na koncach 5' i 3' oraz miejsce
rozgal¢zienia, umozliwiajace ich precyzyjne wycinanie z prekursorowych czasteczek mRNA
(pre-mRNA). Od rodzaju tych sekwencji zalezy, przez jaki spliceosom intron bedzie
wycinany. Introny spliceosomalne tworzg dwie grupy, U2- 1 Ul2-zaleznych (Sharp i Burge,
1997). Analizujac pierwotnie sekwencje ludzkich gendéw stwierdzono, ze okoto 99,9%
intronow jest wycinanych przez U2-zalezny splicosom, pozostate 0,1% nalezy do klasy U12-
zaleznej, ktora ze wzgledu na rzadkos¢ wystgpowania jest stabiej poznana (Jackson, 1991).
Pozniejsze analizy i komputerowe poszukiwania intronéw typu Ul2 wykazaty, ze w
ekspresjonowanych sekwencjach genomu czlowieka wystgpuje ich okoto 404 (Levine i
Durbin, 2001). Ogolnie stwierdzono, ze u kregowcoéw introndéw klasy Ul2 w poréwnaniu z
U2 jest od 0,15 do 0,34%, a u innych eukariontéw jest jeszcze mniej (Burge i wsp., 1998a;
Levine i Durbin, 2001).

Ta niewielka grupa introndw byta pierwotnie identyfikowana dzigki nietypowym
sekwencjom sygnalowym w miejscu tworzenia rozgat¢zienia oraz odmiennym dinukleotydom
AU na koncu 5' 1 AC na koncu 5' (Jackson, 1991; Hall i Padgett, 1994). Klasyczne introny
U2-zalezne posiadaja sekwencj¢ 5'GU-AG3' na odpowiednich koncach. P6zniejsze badania
pokazaly, ze terminalne sekwencje 5'AU-AC3' nie sa $cisle wymagane, aby introny byty U12-
zalezne, poniewaz znaleziono w bazach danych wiele intronéw Ul2 z koncowymi
dinukleotydami 5'GU-AG3' i nie tylko (Sharp i Burge, 1997; Burge i wsp., 1998a; Wu i
Krainer, 1999). Ponadto, zidentyfikowano niewielka liczb¢ U2-zaleznych intronéw
posiadajacych dinukleotydowe zakonczenia 5S'AU-AC3', charakterystyczne dla intronéw U12,
co potwierdzito, ze do prawidlowej klasyfikacji intronow spliceosomalnych, poza analiza

koncowych nukleotyddéw, niezbgdne jest zbadanie catych miejsc splicingowych (Dietrich 1
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wsp., 1997). Uznano, ze charakterystyczne dla intronéw klasy Ul2 jest silnie zachowane
donorowe miejsce splicingowe (5'ss) oraz sekwencja odpowiedzialna za powstanie
rozgal¢zienia (Burge 1 wsp., 1998b). Natomiast introny klasy U2 wykazuja umiarkowanie
zachowany sygnal z donorowego (5'ss) i akceptorowego (3'ss) miejsca splicingowego oraz
wysoce zdegenerowane rozgat¢zienie. Poza tym w sekwencji intronow U2-zaleznych u
kregowcow, migdzy miejscem rozgatezienia a 3'ss znajduje si¢ 10-15-nukleotydowy ciag
reszt pirymidynowych (poli(Py), ang., polipyrimidyne tract). Sekwencji tej nie znaleziono
wsrod introndw klasy U2 pochodzacych z roslin i drozdzy (Reed, 2000; Lorkovi¢ i wsp.,
2000). U pozostaltych Eucaryota ciagu poli(Py) rowniez moze nie by¢ lub moze pojawiaé si¢
w skroconej formie kilku reszt pirymidynowych. W intronach klasy Ul2, zar6wno
pochodzenia roslinnego i1 zwierzgcego, nie znaleziono ciagu poli(Py). W sekwencji intronow
klasy U2 miejsce rozgatezienia i 3'ss sg od siebie oddalone zwykle o okolo 20-40 nt,
natomiast w intronach U12-zaleznych odleglos¢ ta jest mniejsza 1 wynosi okoto 10-16 nt.

Aby pelniej scharakteryzowac klas¢ intronow Ul2-zaleznych sprobowano zbadac
przebieg ich ewolucji. Poréwnujac potozenia znanych intronéw Ul2 pomigdzy
homologicznymi genami pochodzacymi w roznych gatunkow roslin i zwierzat stwierdzono,
ze na wczesnych etapach ewolucji introny te wystepowaly czgsciej niz obecnie (Burge 1 wsp.,
1998a; Spafford 1 wsp., 1998). Wysunig¢to hipoteze stopniowego przeksztalcania si¢ w toku
ewolucji intronow klasy Ul2 w introny klasy U2 poprzez najpierw zmiang koncoéw
dinukleotydowych z AU-AC na GU-AG, a nastgpnie przeksztalcenie charakterystycznych
sekwencji sygnatowych dla U12 na typowe dla intronéw U2-zaleznych (Burge i wsp., 1998a).
Sugeruje sig, ze na introny typu U12 byta wywierana wigksza presja ewolucyjna 1 sa bardziej
wrazliwe na mutacje, poniewaz maja wiecej nukleotydow silnie zachowanych w miejscach
splicingowych, niz introny klasy U2 (Lynch, 2002). Oprocz tego stwierdzono, ze introny
Ul2-zalezne sq wolniej i mniej dokladnie wycinane z pre-mRNA niz U2-zalezne (Patel i
wsp., 2002; Levine i Durbin, 2001). Wymienione wlasciwosci najprawdopodobniej
zadecydowaly o tendencji do zmniejszania liczby intronow klasy Ul2 w toku ewolucji

(Lynch, 2002).

3.2.1.1 Fazy intronow

Sekwencje intronowe przerywaja ciagltos¢ sekwencji kodujacych. Pozycj¢ intronu
pomiedzy, badZz wewnatrz kodonu okresla si¢ mianem fazy intronu (Sharp, 1981). Ze wzgledu
na sposéb tej ingerencji intronom przypisano trzy rézne fazy: 0, 1 lub 2 (Rys. 2A). Czestosé¢
wystepowania poszczegdlnych faz intronéw jest znaczaco rézna (Fedorov i wsp., 1992; Long

i wsp., 1995; Tomita i wsp., 1996}. Introny fazy 0 sa najliczniejsza grupa (~50%), mniej
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Rys. 2 Fazy intronéw oraz wybrane rodzaje eksonéw. Na panelu A przedstawiono
schematycznie sposob okreslania fazy intronu przerywajgcego sekwencje kodujaca. Jezeli
ingerencja zachodzi pomiedzy kodonami wtedy intron jest w fazie 0, gdy wystepuje po
pierwszym lub drugim nukleotydzie kodonu wtedy intron jest odpowiednio w fazie 1 lub 2.
Panel B przedstawia schemat genu zawierajgcego introny w réznych fazach oraz
przyktady czterech sposréd dziewieciu mozliwych uktaddéw faz eksonéw, ktore zalezg od
otaczajacych je introndw. Szare prostokgty symbolizujg eksony, natomiast obszary
pomiedzy nimi narysowane przerywang linig to introny.

liczna jest grupa introndéw fazy 1 (~30%), najmniej jest intronéw w fazie 2 (~20%). Podobna
klasyfikacj¢ przeprowadzono takze dla eksonow, w zaleznosci od fazy oskrzydlajacych je
introno6w (Rys. 2B). Eksony, ktorych catkowita liczba nukleotyddéw jest podzielna przez 3,
nazywa si¢ eksonami symetrycznymi i wyrdznia wsrdd nich trzy grupy: 0,0; 1,1 1 2,2. Tlosé
symetrycznych eksondow w rzeczywistych genach zdecydowanie przewyzsza liczbg tych
eksonéw w symulacji, w ktorej introny przypadkowo przerywalyby sekwencje kodujaca
(Long 1 wsp., 1995; Tomita 1 wsp., 1996). Symetryczno$¢ eksonow stanowi warunek
konieczny procesu duplikacji 1 zjawiska tasowania eksondw migedzy genami, poniewaz nie
powoduje zmiana ramki odczytu, w przeciwienstwie do pozostatych szesciu grup eksondéw
(0,1; 0,2; 1,0; 1,2; 2,01 2,1), (Fedorov 1 wsp., 1992; Long 1 Deutsch, 1999; Strachan i Read,
1999; Long i Rosenberg, 2000).

3.2.1.2 Pochodzenie intronéw

Moment odkrycia intronéw stat si¢ rownoczesnie poczatkiem dyskusji na temat ich
powstania, ewolucji, roli w rozwoju gendéw oraz korzysci plynacych z ich posiadania.
Potrzeba wyjasnienia tajemnicy narodzin sekwencji intronowych przyczynita si¢ do
powstania dwodch sprzecznych teorii. Za wczesnym pojawieniem si¢ introndw w toku
ewolucji przemawia teoria ,introny wczesniej” (ang., introns-early) natomiast za
pozniejszym, teoria “introny-pdzniej” (ang., introns-late). Jednak Zzadna z koncepcji nie
rozwiazata dotychczas zagadki pojawienia si¢ intronow w genach. Zwolennicy wczesnego

pojawienia si¢ introndow w genach zakladaja, ze powstaly one rdwnoczesnie z eksonami,
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wtedy, gdy materialem genetycznym byl RNA (Darnell, 1978; Doolittle, 1978; Darnell 1
Doolittle, 1986; Gilbert, 1987). Zauwazono, ze prawdopodobnie introny zostaty usunigte z
gendw Procaryota w trakcie ewolucji. Pozwolilo to organizmom prokariotycznym zdoby¢
przewagge selekcyjna przez uproszczenie genomu oraz minimalizacje¢ czasu replikacji, dzigki
czemu mogly szybciej si¢ rozmnaza¢. W genach Eucaryota, introny pierwotnie odziedziczone
po przodku wszystkich organizmow, nazywanym progenota, byly zatrzymywane. Teoria
wczesnego powstania introndow jest czesto nazywana ,.eksonowa teorig genéw” (ang., exon
theory of genes), poniewaz poszczegolne eksony sa w niej traktowane jak sekwencje kodujace
oddzielne domeny strukturalne (a-helisy, f-harmonijki), odpowiedzialne za okreslone funkcje
(Gilbert 1 Glynias, 1993; de Souza i wsp., 1996; Gilbert i wsp., 1997). Rearanzacja
istniejacych domen, tzw. tasowanie eksonéw moze prowadzi¢ do powstania genow
kodujacych biatka o odmiennych wtasciwosciach. Introny w tym procesie petnig role miejsc
wlaczania lub usuwania kolejnych domen, bo wprowadzenie do nich eksonéw, pochodzacych
nawet z roznych zrodet, nie zmienia ramki odczytu w genie. Teoria o wczesnym pochodzeniu
intron6w znalazta swoje uzasadnienie w genach powstatych na wczesnych etapach ewolucji
(m.in., genach globin, izomerazy triozofosforanowej, kinazy pirogronianowej czy
dehydrogenazy 3-fosfogliceroaldehydu) (Stone i1 Schwarz, 1990; Go, 1981). W tych
przypadkach wykazano korelacje migdzy eksonem a domena strukturalna. Jednak pozniejsze
analizy przeczyly temu pogladowi, nawet w przypadku genéw wczesniej uznawanych za
powstate w procesie tasowania eksonow (Stoltzfus 1 wsp., 1994; Kwiatowski 1 wsp., 1995).
Wyniki tych badan wykorzystali zwolennicy teorii ,,introny-pdzniej” do umocnienia swoich
przypuszczen (Crick, 1979; Orgel 1 Crick, 1980; Cavalier-Smith, 1985; Cech, 1985; Sharp,
1985). Koncepcja pozniejszego powstania intronéw zaktada, ze pojawity si¢ one w ewolucji
organizmow po oddzieleniu eukariontoéw od pozostatych linii rozwojowych. Stwierdzono, ze
najprawdopodobniej progenota posiadal geny ciagte, w ktdrych sekwencje nastapita insercja
introndéw. Istotnym zatozeniem jest fakt, ze introny musialy wykazywac cechy elementow
zdolnych do przemieszczania si¢ 1 samo wycinania na poziomie RNA. Gléwnym argumentem
popierajacym ta teori¢ stanowia wyniki filogenetycznych analiz rozdziatu intronow w toku
ewolucji (Logsdon, 1998).

W ostatnim okresie rowniez zwolennicy wczesnego pojawienia si¢ intronow, badajac
geny prymitywnych Eucaryota, znalezli dowody na stuszno$¢ swojej teorii (Archibald 1 wsp.,
2002; Nixon i1 wsp., 2002; Simpson i wsp., 2002). Przy zalozeniu, ze jako domen¢ przyje¢to
strukture trzeciorzgdowa biatka o $rednicy 21-33 angstremoéw, zaobserwowano korelacje
migdzy budowa genu a jego biatkowym produktem. Stwierdzono, ze u progenoty w ~35%

gendw wystepowaly introny w fazie 0, ktore oddzielaty domeny. Potwierdzatoby to
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powstanie starych ewolucyjnie bialek na drodze tasowania eksonéw. Obserwowany nadmiar
eksonow fazy 0,0 w analizowanych genach rowniez stanowi argument za takim przebiegiem
procesu, poniewaz tasowanie eksonow zachodzi tylko w przypadku eksonow symetrycznych.
Dlatego tez zaczgto traktowac introny fazy 0 jako relikty po sekwencjach wtraconych w geny
progenoty (de Souza i wsp., 1998). Stwierdzenie to jednak nie znalazto poparcia posrod
najnowszych wynikéw badan nad fazami introndw, ktore podzielono ze wzgledu na czas
pojawienia si¢ w toku ewolucji na ,stare” 1 ,,nowe” (Sverdlov i wsp., 2003). Jako ,,stare”
zdefiniowano sekwencje intronowe obecne w genach organizméw pochodzacych
przynajmniej z dwoch roznych krolestw eukariotycznych (rosliny, grzyby, zwierzeta) lub
dwoch odlegtych linii rozwojowych zwierzat (nicienie, stawonogi, kregowce). Natomiast
»howe” introny uznano za specyficzne tylko dla pojedynczych linii rozwojowych
organizmow. Stwierdzono, ze faz¢ 0 mozna przypisa¢ wigkszej liczbie introndéw ,,nowych”
niz ,starych”. Pociagng¢to to za soba poszukiwania przyczyn przewagi intronow fazy 0 w
genach. Okazalo si¢, ze introny fazy 0 zajmuja bardziej zachowawcze regiony niz introny
fazy 1 1 2. Zatem w trakcie ewolucji regiony genu bogate w introny fazy 1 i1 2 czgSciej
podlegaly mutacjom opartym na delecji sekwencji intronowych (Rogers, 1990; Lynch, 2002).
Poza tym zaobserwowano, ze ,,nowe” introny zawieraja wigcej kluczowych informacji w
procesie ich wycinania, w sekwencjach terminalnych oskrzydlajacych je eksonéw. Natomiast
introny ,,stare” przechowuja wiecej informacji, niezbednych w procesie wycinania, we
wlasnych koncowych sekwencjach. Wobec tego zasugerowano, ze w przypadku ,,starych”
introndw, nastgpowata wedrowka sygnaléw istotnych w procesie ich wycinania z

terminalnych sekwencji eksonowych do intronowych (Sverdlov 1 wsp., 2003).

Zarowno zwolennikom teorii ,,wczesnego”, jak 1 ,,p0Znego” pojawienia si¢ introndw w
genach nie udato si¢ przedstawi¢ jednego niepodwazalnego scenariuszu przebiegu zdarzen
ewolucyjnych. Dlatego stworzono kompromisowy, mieszany model ewolucji introndw (ang.,
mixed model) (Tyshenko 1 Walker,1997; Roy, 2003). Zgodnie z jego zalozeniami, wsrdd
intrond6w mozna wyrdzni¢ liczng grupg sekwencji, ktére pojawity si¢ w genach wzglednie
niedawno oraz niewielka grupe, wystepujacych juz u progenoty i przyjmujacych przewaznie
faz¢ 0. Uznano, ze w toku ewolucji do gendéw byly zardbwno wprowadzane, jak i z nich
usuwane introny, co umozliwiata zdolnos¢ intronéw do zmiany potozenia. Ta kompromisowa
koncepcja znalazta odzwierciedlenie w wynikach analizy intronéw z 684 ortologicznych
genow, pochodzacych z osmiu sekwencjonowanych genomow eukariotycznych: roslin
(Arabidopsis thaliana), zwierzat (Caenorhabditis elegans, D. melanogaster, Anopheles
gambiae, Homo sapiens), grzybow (Schizosaccharomyces pombe, Saccharomyces cerevisiae)
1 pierwotniakow (Plasmodium falciparum) (Rogozin 1 wsp., 2005). Na ich podstawie powstat
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scenariusz ewolucji intronow, uwzgledniajacy gldwne zalozenie parsymonii, czyli przebieg
zmian ewolucyjnych najkrétsza z mozliwych droég. Zaobserwowano, ze zarodziec malarii
(P. falciparum) ma okoto 30% intronow wspdlnych z gtowng grupa Eucaryota, obejmujaca
grzyby, rodliny i zwierzeta. Swiadczyloby to o przetrwaniu tych intronéw bez zmian przez
ponad 1,5 miliarda lat, ktére minely od oddzielenia Plasmodium od linii rozwojowe]
prowadzacej do roslin. Niewiarygodna wydala si¢ zalezno$¢, ze cziowiek ma wigcej
wspolnych introndw z rzodkiewnikiem pospolitym (A. thaliana) niz wywilzna kartdwka
(D. melanogaster), czy nicieniem (C. elegans). Szczegodlnie wydato si¢ to intrygujace ze
wzgledu na fakt, ze wspdlny przodek zwierzat posiadat bardzo duzo intronéw. Wytlumaczono
to w ten sposob, ze w genach kreggowcoOw i roslin pozostata wiekszos$¢ intronéw przodka,
podczas gdy z genow grzybow, nicieni, stawonogdéw 1 Plasmodium byly usuwane.
Najprawdopodobniej u krggowcdw 1 roslin znacznie czesciej zachodzilo zjawisko insercji

intrond6w niz u pozostatych Eucaryota.

3.2.1.3 Geny intronowe

Geny intronowe to uktady, w ktorych jeden lub wigcej gendw znajduje si¢ wewnatrz
intronu innego genu, nazywanego genem gospodarza (Schmidt, 1999). Z reguty potozone sa
one na obu niciach i transkrypcja genu gospodarza zachodzi w przeciwnym kierunku niz
transkrypcja genu intronowego. Jednak w niektorych przypadkach ich sekwencje kodujace
pokrywaja si¢, co prowadzi zazwyczaj do wyksztalcenia wspdlnego mechanizmu regulacji
ekspresji. Przyktadem struktury tego typu jest gen nerwiakowtokniakowatosci typu 1 (NF1,
ang., neurofibromatosis type 1 gene). Liczy on okoto 350 kpz i sktada si¢ z 59 eksonow. Jego
intron 27b, o dlugosci okoto 50 kpz, zawiera trzy przeciwnie zorientowane geny, z ktérych
kazdy zawiera intron: EVI2A, EVI2B (ang., ecotropic viral integration site) 1 OMGP (ang.,
oligodendrocyte—myelin glycoprotein). Ponadto w intronie 39 wystepuje pseudogen kinazy
adenylowej 3 (WYAK3), o dlugosci 1,7 kpz i tej samej orientacji co gen NFI (Xu i wsp., 1990;
Viskochil i wsp., 1990; Viskochil i wsp., 1991; Xu i wsp., 1992; Li 1 wsp., 1995).
Pochodzenie takich zagniezdzonych genow ttumaczy si¢ trzema hipotezami: (1) insercja genu
do intronu genu gospodarza; (2) insercja intronu posiadajacego gen, do genu gospodarza; (3)
pochlanianie innych genoéw przez jeden rozrastajacy si¢ gen. Ze wzgledu na rozlegly zasigg
genow intronu 27b, w sekwencji NFI najprawdopodobniej zaszta trzecia z wymienionych
wyzej sytuacji. Pierwszy scenariusz natomiast miat przypuszczalnie miejsce w przypadku
pozbawionego sekwencji intronowych pseudogenu kinazy adenylowej, przez wprowadzenie
do chromosomu odcinka DNA stanowiacego kopi¢ transkryptu, na drodze retrotranspozycji.

Mutacje w obszarze genu NFI uwaza si¢ za przyczyne wystegpowania jednostki chorobowe;j
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nazywanej nerwiakowlokniakowatoscig (Wallace 1 wsp., 1990), ktéra objawia si¢ obnizona
zdolnoscig uczenia si¢, nadci$nieniem nerkopochodnym 1 podatnoscia na nowotwory.
Niektore z tych objawdw moga by¢ posrednim dowodem na powiazanie ekspresji genu NF/ z
aktywnoscig jego gendéw intronowych. W takiej sytuacji brak aktywnosci genu gospodarza
prowadzilby do nadekspresji gendw wtraconych. Coraz czgsciej trudnosci w nauce przypisuje
si¢ zmianom w regulacji ekspresji genu OMGP, ktory bierze udziat w roznicowaniu komorek
podczas rozwoju moézgu. Poza tym pojawilo si¢ podejrzenie, ze zawiera on sekwencje
wzmacniajaca aktywnos$¢ NF1 (Viskochil i wsp., 1991). Natomiast zmiany w ekspresji EVI2A
i EVI2B moga okaza¢ si¢ odpowiedzialne za wystepowanie przewlektej biataczki szpikowe;j

typu dziecigcego.

3.2.1.4 Wycinanie intronow spliceosomalnych

Proces wycinania intronow z pre-RNA cechuje precyzja i1 doktadnos¢ (Reed, 2000).
Prawidlowy przebieg splicingu wymaga wlasciwego rozpoznania miejsc cigcia oraz
sekwencji sygnatowych 5', 3' i rozgalgzienia. Obok sieci oddziatywan typu RNA-biatko,
biatko-biatko 1 RNA-RNA u roslin istnieja sekwencje bogate w powtorzenia TA otaczajace
miejsca splicingowe, ktore stanowia dodatkowy mechanizm czuwajacy nad poprawnoscia
przebiegu procesu wycinania (Luehrsen 1 Walbot, 1994; Simpson i Filipowicz, 1996; Brown i
Simpson, 1998). U zwierzat podobna rol¢ pelnig eksonowe sekwencje wzmacniajace (ESE,
ang., exonic splicing enhancer), ktore zwigekszaja specyficznos¢ procesu splicingu (Blencowe,
2000).

Mechanizm splicingu introndw spliceosomalnych opiera si¢ na dwoch reakcjach
transestryfikacji (Moore i Sharp., 1993). Prowadzone sa one przez kompleks ztozony z
snRNP bogatych w reszty urydylowe. Za wycinanie intronow U2-zaleznych odpowiadaja
kompleksy snRNP Ul, U2, U4, U5 i U6, natomiast na spliceosom Ul2 sktadaja si¢
kompleksy Ul1, Ul2, U4atac i Ubatac i U5 (Burge 1 wsp., 1998b). Obserwowane w
spliceosomie typu U2 oddzialywania kompleksow snRNP Ul i U2 z sekwencjami
splicingowymi zachodza sekwencyjnie (Frilander 1 Steitz, 1999). Najpierw Ul paruje
zasadami z miejscem 5'ss, po czym U2 z 3'ss (Rys. 3). Odmiennie zachowujq si¢
odpowiedniki tych komplekséw ze spliceosomu typu Ul2. Zaobserwowano, ze czasteczki
snRNP Ull i1 Ul2 wiaza si¢ rownoczesnie do miejsca splicingowego 5'ss 1 miejsca
rozgalgzienia w sekwencji intronu (Rys. 3). Z tego wynika, ze rozpoznawanie intronow klasy
U12 wymaga jednoczesnego oddziatywania kompleksu Ul1l z 5'ss 1 U12 z rozgalgzieniem.
Kolejno do miejsca splicingowego 5' w pre-spliceosomie przytaczaja si¢ kompleksy U4, U6 1

US oraz w przypadku intronow Ul2-zaleznych Ud4atac, U6atac 1 U5 (Rys. 3).
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Rys. 3 Schemat wycinania intronéw U2- i U12-zaleznych (wg Will i Luhrmann, 2005).
Miejsce rozgatezienia przedstawiono symbolicznie literg A. Poszczegdlne snRNP z
intronéw U2-zaleznych majg takie same kolory jak ich odpowiedniki w intronach U12-

zaleznych.

Najprawdopodobniej kluczowym elementem centrum katalitycznego spliceosomu jest

czasteczka snRNP U6, ktorej sekwencja byla szczegodlnie konserwowana w toku ewolucji w

poréwnaniu z innymi snRNP (Nilsen, 1998). Dodatkowym argumentem potwierdzajacym

powyzsza hipoteze jest fakt, ze niewielkie zmiany w sekwencji U2 lub utworzenie

dodatkowego wiazania fosfodwuestrowego, catkowicie blokuja katalityczne etapy splicingu.
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3.2.2 Budowa i charakterystyka promotora genu

Analiza ekspresji genéw zajmuje coraz istotniejsza rol¢ w wyjasnianiu molekularnych
podstaw biologii owaddéw. Wiedza zwiazana z regulacjg transkrypcji stala si¢ nieodzownym
elementem w zrozumieniu wielu zagadnien z dziedziny entomologii m.in., opornosci na
choroby 1 $rodki owadobodjcze oraz zachowania, ewolucji i rozwoju owadow. Regulacja
ekspresji gendw odbywa si¢ poprzez fragmenty sekwencji DNA (cis-elementy), ktore kieruja
odpowiednim utozeniem bialek odpowiedzialnych bezposrednio za transkrypcj¢. Elementy
regulatorowe moga by¢ umiejscowione badz w bezposrednim sasiedztwie miejsca startu
transkrypcji (elementy rdzeniowe), badz w odleglych obszarach genu, rowniez poza
sekwencja uznawana za promotor (elementy dalsze). Uwaza si¢, ze zmiany w sekwencji
elementow regulatorowych odgrywaja rolg w stymulacji morfologicznego roéznicowania i

ewolucji mechanizméw rozwojowych (Tautz, 2000).

3.2.2.1 Elementy regulatorowe promotorow rdzeniowych

Analiza promotorow rdzeniowych daje nam mozliwos¢ wgladu w mechanizmy, od
ktérych bezposrednio zalezy transkrypcja. Ponadto wszystkie wydarzenia poprzedzajace
inicjacj¢ transkrypcji musza 1 tak sprowadzi¢ si¢ do oddziatywania z podstawowym
kompleksem transkrypcyjnym taczacym si¢ z promotorem rdzeniowym (Butler 1 Kadonaga,
2002). Dlatego ten obszar jest ostatecznym celem dla wszystkich elementéw regulatorowych
zaangazowanych w regulacj¢ transkrypcji prowadzonej przez polimerazg RNA II.

Promotor rdzeniowy najczesciej definiuje si¢ jako ciagla sekwencje DNA, ktora jest
wystarczajaca, aby poprowadzi¢ prawidtowo inicjacj¢ transkrypcji przez kompleks zwiazany
z polimeraza RNA II (Kutach and Kadonaga, 2000; Butler and Kadonaga, 2002). Obejmuje
on miejsce startu transkrypcji oraz sekwencje potozone okoto 40 pz powyzej i ponizej. W
obszarze tym u Eucaryota dotychczas zidentyfikowano sze$¢ charakterystycznych miejsc
regulatorowych: kaseta TATA (Goldberg, 1979), element rozpoznawany przez TFIIB (BRE,
ang., TFIIB response element) (Lagrange 1 wsp., 1998), inicjator (Inr, ang., initiator) (Corden
1 wsp., 1980; Smale i Baltimore, 1989), DPE (ang., downstream promoter element) (Burke i
Kadonaga, 1996 i 1997), MTE (ang., motif ten element) (Ohler i wsp., 2002; Lim i wsp.,
2004) oraz DCE (ang., downstream core element) (Lewis 1 wsp., 2000; Lee 1 wsp., 2005).
Poza BRE i1 DCE, wszystkie cztery elementy zostaly eksperymentalnie znalezione w
promotorach gendéw D. melanogastera (Smale and Kadonaga, 2003; Lim i wsp., 2004).
Statystyczna analiza sekwencji genow D. melanogaster potwierdzita réwniez obecnosé

elementow BRE 1 DCE u owadow (Gershenzon i wsp., 2006), jednak ich biologiczna funkcja
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Schemat potozenia elementoéw regulatorowych
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Rys. 4 Rozmieszczenie elementéw regulatorowych promotora rdzeniowego (wg
Butler i Kadonaga, 2000 oraz Lee i wsp, 2005). Na panelu A przedstawiono potozenia
szesciu znanych elementow regulatorowych: BRE, kasety TATA, Inr, MTE DPE oraz
DCE , ktory skfada sie z trzech czesci oznaczonych na rysunku rzymskimi cyframi |, Il i
[ll. Sekwencje te oddziatujg bezposrednio z czynnikami transkrypcyjnymi TFIIB oraz
TFIID, zaznaczonymi na schemacie, wchodzacymi w sktad kompleksu transkrypcyjnego
polimerazy RNA Il. Na panelu B znajdujg sie sekwencje zgodne dla wszystkich
narysowanych elementow.

zostata zaobserwowana tylko w genach ludzkich (Smale and Kadonaga, 2003; Lewis i wsp.,
2000).

Gtowna role w inicjacji transkrypcji gra czynnik TFIID (Burley i Roeder, 1996), ktory
dziala w kooperacji z elementami rdzenia promotora i/lub specyficznymi czynnikami
regulatorowymi (Nikolov i Burley, 1997; Lemon i Tjian, 2000). Zawiera biatko wiazace
kasete¢ TATA (TBP, ang., TATA binding protein) oraz czynniki zwiazane z TBP (TAF, ang.,
TATA factor) (Green, 2000), ktore poprzez oddziatywanie z DNA umozliwiaja odpowiednie
ustawienie wzgledem miejsca startu transkrypcji kompleksu inicjujacego (Burke and
Kadonaga, 1997; Tsai i Sigler, 2000). Dla promotorow zawierajacych kasete TATA funkcje
kotwiczaca odgrywa TBP, natomiast w promotorach pozbawionych kasety TATA do DNA
wiaza si¢ TAF i/lub inne czynniki transkrypcyjne. Z badan, o ktérych wspomniano powyzej
wynika, ze ws$rdd elementow rdzenia promotora kaseta TATA odgrywa dominujaca rolg.
Pozostate elementy wspomagaja proces transkrypcji i zwykle dziataja w kooperacji z innymi.
Dotychczas eksperymentalnie udowodniono synergiczne oddziatywanie pomi¢dzy DPE 1 Inr,

MTE i Inr, DCE i Inr, MTE i DPE, BRE i TATA oraz Inr i TATA (O'Shea-Greenfield i
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Smale, 1992; Burke and Kadonaga, 1997; Emami i wsp, 1997; Lagrange i wsp., 1998; Tsai i
Sigler, 2000; Zhou 1 Chiang, 2001; Lee i wsp., 2005).

Analiza statystyczna nieduzej grupy promotorow D. melanogaster, zawierajacej 205
sekwencji wskazala, ze kaseta TATA wystepuje w 42,4%, Inr w 67,3% 1 DPE w 40% (Kutach
1 Kadonaga, 2000). Ponadto okoto 31% promotorow nie zawieralo ani kasety TATA, ani
DPE. Dzigki pdzniejszej analizie grupy 1941 promotoréow wskazano istnienie nowego
elementu — MTE (Ohler 1 wsp., 2002), ktéry moze rekompensowac¢ brak obydwu elementow,
poniewaz funkcjonuje niezaleznie (Lim 1 wsp., 2004). Pokazano takze, ze dla prawidlowego
funkcjonowania promotorow zawierajacych Inr oraz MTE istotna jest odleglto$¢ pomigdzy
tymi elementami wynoszaca 14 nukleotydow (Lim 1 wsp., 2004). Podobna sytuacja wystepuje
w promotorach funkcjonujacych dzigki DPE 1 Inr, gdzie rowniez bardzo wazna dla
aktywnosci transkrypcyjnej, jest odleglos¢ DPE od miejsca startu transkrypcji i jego
oddalenie od Inr, ktore w tym przypadku wynosi 24 nukleotydy (Kutach i Kadonaga, 2000).
Przytoczone przyktady sugeruja, ze odpowiednie potozenie par elementow regulatorowych
warunkuje prawidlowe umiejscowienie wzglegdem miejsca startu transkrypcji wszystkich

elementéw maszynerii transkrypcyjnej i rozpoczgcie procesu transkrypcji.

3.2.2.2 Elementy regulatorowe promotora dalszego

Elementy regulatorowe znajdujace si¢ poza obszarem rdzeniowym promotora, w
przeciwienstwie do statej lokalizacji tych pierwszych, moga by¢ potozone w odlegtosci od
kilkudziesigciu do kilkuset tysigcy nukleotydéw od miejsca startu transkrypcji, zarowno w
rejonie 5' jak 1 3' genu, w intronach, a nawet na komplementarnej nicit DNA (Maniatis 1 wsp.,
1987). Dzieli si¢ je na dwie grupy, elementy wzmacniajace i elementy wyciszajace. Czynniki
wzmacniajace poprzez stymulacj¢ elementdw rdzenia promotora zwigkszaja podstawowy
poziom transkrypcji, natomiast elementy wyciszajace najczesciej ograniczaja transkrypcje
specyficznych genow do poszczegolnych grup komorek lub okreslajg czas ich ekspres;ji.
Dotychczas poznanych zostato kilkadziesiat elementow regulatorowych wystepujacych w
obszarach dalszych promotorow owadzich. Wigkszos¢ z tych elementéw zawarta jest w bazie
danych TRANSFAC®, obecna wersja 7.0 (zroédt6, www.gene-regulation.com). Na podstawie
badan mutacyjnych dla 29 sposroéd nich poznane zostaly sekwencje konsensusowe (Tabela 2).
Dla pozostatych znane sg tylko pojedyncze sekwencje wystgpujace w konkretnych
promotorach, gdzie dany element zostal zidentyfikowany. Ponadto istnieje wiele czynnikoéw
regulatorowych, dla ktorych wciaz nie poznano sekwencji, z ktérymi one oddziatuja. Wsrod
wymienionych w Tabeli 2 elementow regulatorowych, w kontekscie niniejszej pracy, na

szczegllng uwage zastuguja trzy: Chorion Factor 1/Usp (CF1/Usp), Broad Complex (BR-C)
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Tabela 2 Elementy regulatorowe odkryte w promotorach dalszych owadoéw.

Element
regulatorowy

Sekwencja konsensusowa

Biatka wigzace

(czynniki regulatorowe)

Odnosniki do sekwencji
elementow
regulatorowych

GGGGTeacg Christianson i wsp
CF1/Usp lub Chorion factor 1 1992 v
ggGGTCAys
rTATATrta
CF2-II lub CF2-II Gogos i wsp., 1992
gTATATata
ascacCTGTTnnca | Kasai i wsp., 1992;
Sn lub Snail Mauhin i wsp, 1993
raCAGGTgya ’
BR-C Z1 wnrtaatarACAARwnw Broad-Complex Z1
BR-C Z2 btntnCTAT Tintt Broad-Complex Z2 | von Kalm i wsp., 1994
BR-C Z3 antaAACTAra Broad-Complex Z3
BR-C 74 wwwRTAAAsawaa Broad-Complex Z4
AGAAN
lub
agaanntTCTAGaa
lub
HSE tTCTAGaanagaa Heat Shock Factor |Fernandes iwsp., 1994
lub
aGAANAgaannttct
lub
aGAANAgaanngaa
Su (H) anyGTGGGaamc Suppressor of Hairless P%gg\li\l;:sy?lfgglz
E74A aaycCGGAAgtnnk E74A Thummel i wsp., 1990
Abd-B snTTTATggc Abdominal-B Celniker i wsp,. 1989
Hb smanAAAAAa Hunchback Stanojevic i wsp., 1989
Dfd attamy Deformed Ekker i wsp., 1992
Zeste wnttGAGTG Zeste Benson i Pirrotta, 1988
Croc wanaaTAAATat Croc Haecker i wsp, 1995
Kr amyGGGTTaw Krueppel Stanojevic i wsp., 1989
Elf-1 kwnyGGTTTtgwa CP2; EIf-1 Dynlacht i wsp., 1989
Hairy ggCACGCgmc Hairy van Doren i wsp., 1994
hgrGAAAANCY Thisse i wsp., 1991;
Dl lub Dorsal Pan i Courey, 1992
gggttTTTCC ’
Ftz anwgcaATTAAg Fushi Tarasu Florence i wsp., 1991
Bcd sgGATTAa Bicoid TRANSFAC®
STAT tttccsGGAAA STAT Yan i wsp., 1996
Adf-1 ccGCYGCygyngccgv Adf-1 TRANSFAC®
Read i Manley, 1992;
Ttk 69K ggTCCTGc Tramtrack 69K Read i wsp., 1990
GCM acCCGCAt Glial Cells Missing Akiyama i wsp., 1996
dTCF CCTTTgatcaa TCF-A van der V\%tggng WS
Dri rattaat Dri Gregory i wsp., 1996
Ovo wgtaacng Ovo-B Lee i Garfinkel, 2000
mtTFA kncttatc mtTFA Takata i wsp., 2001
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Z1-4 oraz E74A, poniewaz wiaza specyficzne czynniki transkrypcyjne, ktore pojawiaja si¢ w
organizmie owada w odpowiedzi na 20E i prowadza odpowiednia regulacj¢ transkrypcji
innych gendéw podczas rozwoju 1 metamorfozy. Funkcja 1 rola CF1/Usp zostala szerzej
opisana w rozdziale 3.3.2, natomiast biatko BR-C omoéwiono w rozdziale 3.2.3. E74A, o
ktorym wspomniano w rozdziale 3.3.3, jest jedng z dwoch izoform biatka kodowanego przez
jeden gen Eip74EF (ang., ecdysone induced protein 74EF) i powstaje w wyniku dziatania
alternatywnych czynnikéw transkrypcyjnych 1 aktywacji innego promotora niz izoforma
E74B. Forma A u D. melanogaster pelni takze odmienng funkcj¢ mimo, iz oddziatuje przez
takie same elementy regulatorowe co forma B (Fletcher 1 wsp., 1997). Bialko E74A
funkcjonuje gtéwnie jako aktywator dla kilku gendw poéznych. Dla swojej pelnej aktywacii,
kiedy ilo$¢ krazacego 20E zaczyna wzrastaé, potrzebuje obecnosci izoformy B, ktora pojawia
si¢ na poczatku metamorfozy w odpowiedzi na niski poziom 20E (Fletcher i Thummel, 1995;
(Fletcher 1 wsp., 1997). Mutanty D. melanogaster nie posiadajace funkcjonalnego E74A
czgsto przezywaly okres przepoczwarzenia natomiast gingly w pozniejszym stadium w
przeciwienstwie do mutantow E74B, ktore nie potrafity wytworzy¢ normalnej poczwarki
(Fletcher i Thummel, 1995). Swiadczy to o tym, ze izoforma B swoja funkcje regulatorowa
prezentuje na wczesniejszym etapie metamorfozy, natomiast izoforma A jest niezbedna do
aktywacji gendw pojawiajacych si¢ w pozniejszym okresie. Pokazano, ze E74A aktywuje
m.in. pozny gen L71-6, ktory w swoim obszarze promotorowym posiada 4 miejsca silnie

wiazace E74A (Urness 1 Thummel, 1995).
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3.3 Wybrane hormony owadzie

Prawidtowe funkcjonowanie oraz rozwdj ztozonego organizmu wymaga wspoldziatania
wszystkich jego czgs$ci. Oznacza to, ze poszczegélne elementy musza si¢ ze soba
komunikowaé, aby utrzymac stan homeostazy. Na przestrzeni ewolucji zycia na ziemi
organizmy wyksztatcity skomplikowany system przekazywania i odbioru sygnatéw pomiedzy
komorkami. Funkcje¢ przekaznikéw w tym uktadzie petnia migdzy innymi hormony.

Hormon (gr., hormaein - postaniec; gr., hormao - pobudzam, stymuluje), jak sama
nazwa wskazuje pelni rol¢ przenosnika informacji pomiedzy komoérkami, tkankami lub
narzadami. Moze on mie¢ wptyw na komorki bedace w bliskim sasiedztwie miejsca
wydzielania, jak réwniez moze by¢ transportowany przez krew lub limf¢ (krggowce) albo
przez hemolimf¢ (np. owady) do oddalonych znacznie tkanek docelowych. Hormony sa
wydzielane zwykle przez wyspecjalizowane komoérki, natomiast ich ,,odbiorcami” moze by¢
jeden typ komorek lub wiele ich rodzajow. Dlatego niejednokrotnie sygnaly hormonalne jest
trudno interpretowac ze wzgledu na ich zawily sposob dziatania. Jeden rodzaj komorek moze
mie¢ kilka receptoréw rozpoznajacych ten sam hormon jednak kazdy z receptoréw bedzie
aktywowac inny szlak przekazywania sygnatu. Z drugiej strony istniejq sytuacje, w ktorych to
rozne hormony oddzialujace ze swoimi receptorami moga uruchamia¢ identyczne szlaki
biochemiczne.

Owadzi system przekazywania sygnatéw i komunikacji miedzykomorkowej nie jest tak
ztozony jak u organizmoéw bedacych wyzej w ewolucji, ale prawdopodobnie dzigki niemu
owadom udato si¢ przetrwa¢ na ziemi ponad 400 milionow lat 1 skutecznie zasiedli¢ jq stajac
si¢ najwigksza grupa istot zyjacych. Poznanie tego systemu umozliwitlo w wielu przypadkach
odkrycie ztozonych szlakéw przekazywania sygnatu u kregowcéw. Ponadto jest on takze
fatwym w manipulacji uktadem modelowym do badan. Pierwsze wzmianki o czynnikach
mozgowych, ktore wydzielane sa najprawdopodobniej do hemolimfy 1 reguluja prawidtowy
rozwdj owadow pochodza az z 1922 roku z pracy Stefana Kopcia (Kope¢, 1922). Badania te
rozpoczely trwajace do dzi$ zmagania naukowcow nad poznaniem endokrynologii owadow.

Dwa najwazniejsze niskoczasteczkowe hormony u owadow to JH oraz 20E, ktorych
charakterystyka 1 rola w organizmie owadow zostanie omoOwiona Ww nastgpnych

podrozdziatach.

3.3.1 Charakterystyka i rola hormonu juwenilnego
Pierwszy odkryt istnienie hormonu juwenilnego w 1934 roku Wigglesworth, ktory
pokazal, ze wusunigcie wewnatrzwydzielniczych gruczotow u Rhodnius powoduje

przedwczesne przeksztatcenie do postaci dorostej (Wigglesworth, 1934). Gruczoly, o ktérych
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mowa to ciata przylegle (lac., corpora allata) begdace miejscem syntezy hormonu
(Cymborowski, 1984), aczkolwiek stwierdzono, ze w szczegdlnych przypadkach synteza
moze zachodzi¢ w zawiazkach skrzydet (Wisniewski 1 wsp., 1987). Chemiczna struktura
czasteczki zostata ustalona przez Roller w 1967 roku (Roller, 1967). Pod pojeciem hormon
juwenilny kryje si¢ grupa zwiazkéw o budowie seskwiterpenoidowej. Dotychczas opisano
osiem homologéw JH wystepujacych u owadow (JH 0, I, II, III, JH3 bis epoksyd, 4-metylo-
JH, 8'OH-JH III, 12'OH-JH III), z ktorych najczesciej wystgpuje forma JH III (Rys. 5).
Prawdopodobnie najbardziej uderzajaca cecha JH jest jego wszechstronnos¢ i uniwersalnosc.
Ma on wplyw na wiele cech fenotypowych, jak i1 na procesy fizjologiczne oraz procesy

zwiazane ze wzrostem i rozwojem owada m.in.: rozwoj postaci larwalnych, przyrost dyskow

12'-OH JH I o8H'-OH JH I

Rys. 5 Struktury hormonow juwenilnych (wg Baker, 1990). Na rysunku przedstawiono
osiem homologéw JH, ktore dotychczas opisano u owaddw. NajczeSciej wystepujacg
forma jest JH Il
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imaginalnych, metamorfoza, rozwo6j jajnikow, dojrzewanie piciowe, produkcja feromonow,
zachowanie w czasie godowym, regulacja diapauzy (anabiozy), migracje, zachowanie
owadow zyjacych w koloniach lub rojach, architektura neuronow, pamigé, uczenie sig,
funkcje odpornosciowe, dlugos$¢ zycia i wiele innych, ktore sa stabo albo nie zostaly jeszcze
poznane (Flatt i wsp., 2005). Aby hormon mdgt regulowac tak wiele réznych procesow jego
synteza, transport oraz czas rozktadu sa $cisle regulowane. Na pierwszym etapie produkcji
JH, kontrolg sprawuja antagonistycznie dziatajace neuropeptydy allatostatyny i allatotropiny
(Gilbert 1 wsp., 2000). Za wiazanie, ochrong przed niespecyficznymi esterazami i transport JH
z cial przyleglych do miejsc docelowych w tkankach w duzej mierze odpowiada JHBP
(Trowell, 1992). Ponad 99,8% czasteczek hormonu jest w hemolimfie zwiazanych z tym
biatkiem (Hidayat 1 Goodman, 1994). Specyficzna hydroliz¢ 1 degradacj¢ hormonu
przeprowadzaja esteraza hormonu juwenilnego (JHE) oraz niespecyficzna epoksyhydrolaza
hormonu juwenilnego (JHEH). JHE przeprowadza JH w form¢ JH-kwas natomiast JHEH
przeksztalca JH do postaci JH-diol.

Sposréd wymienionych wyzej funkcji hormonu, szczegdlne istotny jest wplyw na rozwoj,
reprodukcje 1 metamorfoze u owadow. U D. melanogaster JH jest obecny od konca okresu
embriogenezy az do ostatniego stadium larwalnego (Rys. 6). W tym czasie jego poziom
decyduje o charakterze linienia (Zhou 1 Riddiford, 2002). Wysokie st¢zenie JH powoduje
pojawianie si¢ kolejnych stadiéw larwalnych (linienie typu larwa-larwa) i zabezpiecza przed
przedwczesnym dziataniem 20E powodujacym roznicowanie w form¢ poczwarki oraz z
poczwarki w forme dorosta (Riddiford, 1996) (Rys. 6). Przez to, ze JH hamuje roznicowanie
bez wptywu na wzrost okresla si¢ go mianem hormonu ,,status quo”. Pod koniec ostatniego
stadium larwalnego zahamowana zostaje syntezy hormonu przez ciala przyleglte oraz
wzmozona jego hydroliza w hemolimfie 1 w tkankach (Nijhout, 1994; Riddiford, 1993). W
tych warunkach pojawia si¢ PTTH, ktory stymuluje wydzielanie niewielkich ilosci 20E
umozliwiajacych  rozpoczgcie  ekspresji  gendéw  niezbednych do  metamorfozy.
Zaobserwowano, ze u niektorych Lepidoptera 1 Coloptera podanie JH pod koniec okresu
larwalnego powoduje linienie i pojawienie si¢ dodatkowego stadium larwalnego (Riddiford i
wsp., 2003). Natomiast u D. melanogaster egzogenny hormon nie wplywa na transformacjg
larwa-poczwarka (Riddiford i wsp., 2003), ale przedtuza czas rozwoju, zakléca metamorfoze
systemu nerwowego oraz mig¢$niowego, zaburza takze procesy roznicowania odwloka a nawet

hamuje wykluwanie z jaja (Riddiford i Ashburner, 1991; Restifo 1 Wilson, 1998).
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Rys. 6 Poziom JH i 20E podczas rozwoju Drosophila (wg Dubrovsky, 2005).
Réwnowaga pomiedzy 20E (linia ciggta) i JH (linia przerywana) determinuje normalny
przebieg rozwoju owada pokazany na gorze rysunku. Wszystkie kolejne stadia
rozwojowe sg inicjowane przez 20E. JH wptywa na to jakiego rodzaju przejscie zajdzie w
danym momencie. | tak, linienie larwalne oraz wzrost zachodzi w obecnosci wysokiego
stezenia JH. Pod koniec okresu larwalnego spadek JH i wzrost 20E sygnalizuje
przepoczwarzanie. Ten impuls jest rozprzestrzeniany i inicjuje proces metamorfozy. 20E
wigzac sie do funkcjonalnego receptora ekdysteroidowego (EcR/Usp) bezposrednio
aktywuje matg grupe genow wczesnych: BR-C, E74, E75 (czeS¢ dolna rysunku).
Produkty biatkowe gendéw wczesnych aktywujg znacznie wigkszg grupe genow poznych,
ktéra kontroluje rozmaite procesy metamorfozy.

Pomimo dziesiatkow lat badan prawdopodobnie wciaz nie znamy wszystkich funkcji
fizjologicznych hormonu, a na pewno niewiele wiadomo na temat molekularnych podstaw
przekazywania przez JH sygnatu. Dotychczas nie udato si¢ jednoznacznie potwierdzié
istnienia receptora dla hormonu. Najnowsze badania wysuwaja przypuszczenia odnoszace si¢
do dwoch biatek: Usp 1 MET (ang., methoprene tolerant protein). Model, w ktorym Usp
mialoby peti¢ rol¢ receptora dla JH opiera si¢ na zdolnosci wigzania przez receptor hormonu
i jego pochodnych, ale z niskim powinowactwem (Kp~4 uM) (Jones i Sharp, 1997; Jones i
Jones, 2000; Xu 1 wsp., 2002) podczas gdy stezenie JH w tkankach jest rzedu 20 nM. W
eksperymentach in vivo pokazano, ze JH aktywuje ekspresj¢ genu reporterowego poprzez

promotor rdzeniowy oraz element odpowiedzi na hormon pochodzacy z genu jhe (Xu i wsp.,
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2002). W testach EMSA wykazano, ze do tego elementu wigze si¢ biatko Usp z D.
melanogaster. Dodatkowe doswiadczenia kotransfekcji, z Usp typu ,,dzikiego” nie daty
zadnych efektow, natomiast kotransfekcja ze zmutowanym biatkiem wywolala hamowanie
aktywacji genu reporterowego. Autorzy powyzszej pracy twierdza, ze efekt ten jest
wywotywany poprzez oddzialywanie kompleksu Usp-JH. Badania krystalograficzne bialek
Usp z Diptera 1 Lepidoptera pokazaly, ze helisa 12 (H12) odpowiedzialna za zalezna od
liganda funkcj¢ aktywacyjnag receptora jadrowego jest zablokowana i stabilizowana przez
petle pomiedzy helisa 1 1 3 (Billas 1 wsp., 2001; Clayton 1 wsp., 2001). Pdzniejsze analizy
strukturalne i modelowanie na podstawie homologii z receptorem kwasu 9-cis retinowego
(RXR) daty podstawy, aby sadzi¢, iz mozliwa jest konformacja, w ktérej Usp jest receptorem
dla jakiego$ liganda (Sasorith 1 wsp., 2002). Domena wigzaca ligand (LBD) Usp posiada duza
hydrofobowg kieszen czgsciowo wypetiona lipidami, a jej pozostaty fragment jest by¢ moze
miejscem wiazania czasteczki sygnatowej. Wychodzac z tego zatozenia podjeto probe
dopasowania do modelu bialka czasteczek hormonoéw juwenilnych 1 ich pochodnych oraz
kwasu 9-cis retinowego. Najlepsze dopasowanie uzyskano dla kwasu 9-cis retinowego,
metoprenowego 1 JH-kwasu, ale procent obsadzenia kieszeni wiazacej ligand przez te
czasteczki lezy w dolnym =zakresie wartosci dla klasycznych receptorow jadrowych.
Obserwacja ta stawia pod znakiem zapytania stusznos¢ twierdzenia, ze Usp jest receptorem
dla JH. Wyniki in vitro wspomniane wyzej dotyczace powinowactwa Usp do JH pozostaja w
sprzecznosci z doswiadczeniami in vivo, w ktorych wielokrotnie pokazywano, ze hormon

wywotuje efekty fizjologiczne juz w stgzeniach nanomolarnych.

3.3.2 Charakterystyka i rola 20-hydroksyekdyzonu

Kolejnym pionierem badajacym endokrynologi¢ owadow byl Fraenkel, ktory w 1935
roku odkryt istnienie ekdyzonu. Ekdyzon nalezy do grupy zwiazkow steroidowych
okreslanych mianem ekdysteroidow, posiadajacych czesto aktywnosé biologiczna (Koolman,
1990; Gilbert i wsp, 2002). W przypadku owaddéw, pajakow i skorupiakéw najczesciej
aktywnym hormonem jest 20E (Rys. 7). Struktura 20E zostata okreslona przez Hoffmeister
(1966). Pod kontrolg ekdysteroidéw znajduje si¢ wiele biochemicznych 1 fizjologicznych
proceséw zwiazanych z linieniem, wzrostem, morfogeneza oraz metamorfoza. W przypadku
owaddw, hormony te kontroluja takie zachowanie larwy jak przerwanie odzywiania przed
przepoczwarzeniem czy przedzenie kokonu. Regulujg m.in. proliferacje komorek nabtonka,
trawienie starej kutykuli 1 tworzenie oraz twardnienie nowej (Cymborowski, 1984, Koolman,
1990). Wzrost stgzenia 20E w hemolimfie pod koniec ostatniego stadium larwalnego u

D. melanogaster rozpoczyna zlozony proces formowania poczwarki (Rys. 6). Tkanki
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0o

20-hydroksyekdyzon Ponasteron A

Rys. 7 Struktury dwoch form ekdyzonu. Na rysunku przedstawiono wzory strukturalne
dwdch aktywnych biologicznie form ekdyzonu.

larwalne juz we wczesnych stadiach metamorfozy poddawane sa histolizie, po czym z
dyskow imaginalnych réznicuja si¢ tkanki postaci dorostej owada (Cymborowski, 1984,
Thummel, 1995).

Juz w 1960 roku zaobserwowano, ze ekdyzon dziala na ekspresj¢ gendéw, wywotujac
pojawianie si¢ tzw. ,,pufow” (ang., puffs), w rejonach aktywnych transkrypcyjnie
chromosomow politenicznych, w komoérkach §linianek Chironomus tetans (Clever i Karlson,
1960). Pozniejsze badania pokazaty, ze wzrost stezenia hormonu powoduje bezposrednio
ekspresj¢ niewielkiego zestawu genow (geny wczesne), ktoérych produkty bialtkowe majq
zdolnos¢ aktywacji nastepnych genow, okreslonych mianem gendéw pdznych (Ashburner i
wsp, 1974; Ashburner i Richards, 1976). Doniesienia te przyczynily si¢ do ostatecznego
odkrycia receptora ekdysteroidowego (EcR), kiedy to zaobserwowano wiazanie si¢
znakowanego ponasteronu A (Rys. 7) do frakcji cytozolowej oraz jadrowej komorek
D. melanogaster (Maroy 1 wsp, 1978; Yund 1 wsp, 1978).

Biatko EcR znaleziono u wielu gatunkow owadoéw. Stanowi on, jak dotad, jedyny
receptor jadrowy stawonogow, dla ktorego jednoznacznie potwierdzono istnienie liganda i
jednoczesnie jedyny znany receptor jadrowy bezkregowcow, ktorego ligandem jest steryd
(Thummel, 1995). EcR wykazuje takze zdolnos¢ do formowania heterodimerycznego
kompleksu z biatkiem Usp (Yao i wsp, 1993) bedacym ortologiem RXR u bezkregowcow
(Oro 1 wsp, 1990). Stwierdzono, ze heterodimeryzacja z Usp ma kluczowe znaczenia dla
przekazywania sygnatu hormonalnego (Yao 1 wsp, 1993; Hall i Thummmel, 1998) i
wykazano ponadto zdolnos¢ EcR do heterodimeryzacji z RXR krggowcow (Thomas 1 wsp,
1993). Mimo, iz najnowsze badania wskazuja na istnienie znaczacego oddziatywania

pomigdzy EcR i ligandem — 20E, to powinowactwo hormonu do heterokompleksu EcR-Usp
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jest ponad 10-krotnie wyzsze niz do monomeru EcR, co potwierdza wskazywang wczesniej
istotna role heterodimeryzacji tych biatek w odpowiedzi na ekdyzon (Grebe 1 wsp, 2003). U
D. melanogaster, 20E zwigzany do receptora powoduje aktywacje niewielkiej grupy genow:
BR-C, E74 i E75. Kazdy z nich koduje zestaw izoform biatek (BR-C od Z1 do Z4, E74A,
E74B, E75A, E75B), ktore wigza DNA 1 sg regulatorami transkrypcji (Riddiford 1 wsp., 2001;
Thummel, 2001). Pokazano réwniez wptyw Usp na wiazanie si¢ EcR do naturalnego
elementu regulatorowego zaleznego od 20E, wystgpujacego w obszarze promotorowym genu
hsp 27 (hsp27 EcRE, ang., hsp27 ecdysone response element) (Riddihough i Pelham, 1987).
Stwierdzono, ze izolowane domeny wigzace DNA (DBD, ang., DNA binding domain) biatek
Usp 1 EcR tworza na tym elemencie heterodimer w sposob asymetryczny, tzn. ,,potmiejsce” 5'
jest obsadzane przez Usp, natomiast EcR oddziatuje z potmiejscem 3' (Niedziela-Majka i
wsp., 2000).

Biatko Usp funkcjonuje rowniez pod nazwa chorion factor 1 (CF1), ktora to pojawita si¢
po stwierdzeniu, ze moze ono mie¢ wptyw na formowanie si¢ blony otaczajacej zaptodnione
komorki jajowe (Oro i wsp, 1992; Ghbeish i McKeown, 2002). Po raz pierwszy gen usp
sklonowano u D. melanogaster. Wykorzystano w tym celu zdolno$¢ wiazania si¢ fragmentu
receptora do potencjalnego miejsca odpowiedzi na hormon (HRE, ang., hormone response
element) w obszarze promotora genu chorion s15 (Shea 1 wsp., 1990) i duze podobienstwo
sekwencji aminokwasowej domeny wiazacej DNA do innych receptorow nalezacych do
nadrodziny receptoréw jadrowych (Oro 1 wsp, 1990; Henrich i wsp, 1990). Jak juz
wspomniano powyzej, Usp jest homologiem bialka RXR. To pozwolito przypuszczaé, ze
podobnie jak RXR jest zdolne do heterodimeryzacji z r6znymi receptorami jadrowymi innymi
niz EcR, co moze by¢ przyczyna réznorodnosci efektow fizjologicznych wywotywanych
przez ekdyzon (Thummel, 1995). Przyktadem tego typu oddziatywania jest heterodimeryzacja
Usp z receptorem sierocym DHR38 (ang., Drosophila hormone receptor 38), bedacym
homologiem receptora NGFI-B (ang., nerve growth factor-induced protein B) wystgpujacego
u kregowcow (Sutherland 1 wsp, 1995). Przypuszcza sig, ze prowadzi ono do oddysocjowania
z funkcjonalnego receptora ekdysteroidowego, czyli heterodimeru Usp-EcR, biatka EcR i
utworzenia heterodimeru Usp-DHR38. Do podobnych oddziatywan polegajacych na
hamowaniu sygnatu hormonalnego dochodzi pomigdzy homologami Usp i DHR38 u
kregowcodw, czyli odpowiednio RXR i NGFI-B (Forman i wsp, 1995; Perlmann i Jansson,
1995). Zaobserwowano, ze Usp jest zdolny do heterodimeryzacji na odpowiednich
elementach regulatorowych takze z receptorem TR, VDR, PPAR i RAR, ktore sa naturalnymi
partnerami dla RXR (Yao i wsp, 1992; Khoury Christianson 1 wsp, 1992). Niektore z tych

interakcji dajq efekt w postaci transaktywacji (Hatzivassiliou i wsp, 1997). Biorac pod uwage
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przytoczone przyktady oddziatywania Usp, wydaje si¢ prawdopodobne, ze tak jak RXR,
bierze on udzial w koordynacji sygnatow hormonalnych, poprzez interakcje z wieloma
receptorami jadrowymi.

Dotychczas, pomimo intensywnych badan, nie wskazano jednoznacznie liganda dla
biatka Usp, co go odroznia od homologu-RXR, dla ktorego ligand (kwas 9-cis retinowy) jest
dobrze znany. Zaréwno w rozwazaniach teoretycznych, o ktorych wspomniano w rozdziale
»Charakterystyka i1 rola hormonu juwenilnego”, jak i w doniesieniach opartych na testach
transkrypcyjnych in vivo oraz badaniach bezposredniego oddziatywania in vitro wykazano, ze
Usp wiaze JH, ale z niskim powinowactwem (Jones 1 Sharp, 1997; Jones i Jones, 2000; Xu i

wsp., 2002).

3.3.3 Wzajemne oddzialywanie i wplyw na rozwdéj owadow hormonu

juwenilnego i 20-hydroksyekdyzonu

Dotychczas poznano wiele przyktadow pokazujacych wzajemne, uzupelniajace si¢
dziatanie JH 1 20E, chociaz wcigz daleko do wyjasnienia molekularnych podstaw tego
zjawiska. Istnieje kilka przestanek, ktére wskazuja prawdopodobne miejsca krzyzowania sig¢
szlakow przekazywania sygnalow pochodzacych od 20E 1 JH. Mowa tutaj o dwoch genach:
BR-C oraz E754, ktére dotychczas byly znane jako geny ,,wczesne” indukowane przez
ekdyzon.

Biatko BR-C odgrywa istotna rol¢ w inicjacji oraz w postgpowaniu metamorfozy (Mugat
1 wsp., 2000; Dubrovsky 1 wsp., 2001; Renault i wsp., 2001; Gonzy i wsp., 2002). Mutanty
D. melanogaster, calkowicie pozbawione biatka BR-C, umieraja po przedluzonym trzecim
okresie larwalnym, natomiast nie posiadajace niektérych izoform BR-C, umieraja na etapie
poczwarki. Wykazuja przy tym nieprawidtowosci w morfogenezie dyskéw imaginalnych,
oraz usuwaniu komorek larwalnych réznych narzadéow (Jiang i wsp., 2000; Brennan 1 wsp.,
2001; Cakouros i wsp., 2002; Gonzy 1 wsp., 2002; Lee i wsp., 2002; Martin i Baehrecke,
2004). Podobny efekt zaobserwowano u Bombyx mori (Lepidoptera), gdzie brak biatka BR-C
powoduje nieprawidlowy przebieg przeksztalcenia larwy w poczwarke (Uhlirova 1 wsp.,
2003). Powyzsze obserwacje nasuwaja wnioski, ze BR-C jest niezbedne podczas aktywacji
metamorfozy zaleznej od 20E ale niekonieczne przy przeksztalceniach w kolejne stadia
larwalne. Ponadto funkcja bialka jest zachowana w ewolucji u Diptera 1 Lepidoptera.
Ciekawe doswiadczenia wskazujace wptyw 20E 1 JH na syntez¢ BR-C prowadzono réwniez
na M. sexta. W tym celu wystawiano na dziatanie ekdyzonu epiderm¢ owadéw znajdujacych
si¢ w ostatnim stadium larwalnym. Obserwowano zmiany $§wiadczace o przygotowaniu do

przeksztatcenia w poczwarke oraz wysoki poziom ekspresji BR-C. Zahamowanie skutkow
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dzialania 20E uzyskiwano przez jednoczesng obecnos¢ JH w organizmie owaddéw (Zhou 1
Riddiford, 2001). Odwrotny efekt wystgpuje podczas indukowanej przez 20E przemiany z
poczwarki w formg¢ dorosta, ktora zachodzi pod nicobecnos¢ BR-C. Wystawienie na dziatanie
JH owadow bedacych w poczatkowej fazie przejscia poczwarka-owad dorosty prowadzi do
ponownej ekspresji genu BR-C 1 dodatkowego przepoczwarzenia (Rys. 8C). Doswiadczenia te
wskazuja na rolg JH w regulacji ekspresji, zaleznego od 20E genu BR-C (Zhou i Riddiford,
2002; Riddiford i wsp., 2003).

Drugim genem zaleznym od 20E, na ktorego ekspresj¢ wplywa JH jest E754. W
eksperymentach na linii komérkowej S2 pochodzacej z D. melanogaster wykazano, ze JH,
nawet w bardzo matych stgzeniach (10 nM) moze samodzielnie aktywowac ekspresje
receptora jadrowego - E754 (Dubrovsky 1 wsp., 2004). Ponadto w obecnosci JH, nadmierna
ilos¢ E75A hamuje ekspresje genow ,,wczesnych” indukowanych poprzez 20E (Rys. 8A). We
wczesniejszych pracach prowadzonych na gruczotach przednych G. mellonella, czy tez na
epidermie M. sexta pokazano, ze hormon wzmaga indukowana przez 20E syntez¢ E75A
mimo, ze samodzielnie nie jest w stanie zainicjowaé ekspresji tego genu (Riddiford 1 wsp.,
2003).

Zmutowane owady — D. melanogaster, pozbawione biatka E75A w wigkszos$ci

przypadkéw ginety podczas drugiego stadium larwalnego lub w okoto 20% przechodzity

A  Larwa—Pp Larwa B Larwa—3p Poczwarka C Poczwarka—)p Owad

dorosty
20E i JH 20E bez JH 202 ez JA
— JHA
VLZrIxSt BR-C Gen
y E74 | > éin}é—b Metamorfoza 7 \/
E75 P Geny Geny Réznicowanie

poczwarki owada = do postaci
dorostego dorostej

Rys. 8 Model oddzialywan regulatorowych miedzy JH i 20E podczas réznych
stadiéw rozwoju owada (wg. Dubrovsky, 2005). (A) Podczas linienia larwa-larwa
réwnoczesna obecnos$¢ 20E i JH prowadzi do szybkiego nagromadzenia E75A, ktory
utatwia aktywacje drugorzedowych genéw indukowanych przez JH (Jhl), hamuje swojg
wiasng ekspresje i przyczynia sie do hamowania wczesnych gendéw indukowanych przez
20E (m.in. BR-C). Dziatania te wspierajg JH w utrzymaniu status quo i linieniu typu
larwa-larwa. (B) Pod koniec stadium larwalnego, przy nieobecnosci JH 20E aktywuje
grupe wczesnych genéw (BR-C, E74 i E75) w ten sposdb inicjujgc metamorfoze. Po
aktywaciji przez 20E genu BR-C, JH nie jest juz w stanie zapobiec przepoczwarzeniu.
(C) Koncowe réznicowanie do postaci dorostej pojawia sie w obecnosci wysokiego
poziomu 20E, braku JH i aktywnosci BR-C. Lokalne podanie analogu JH (JHA) tuz przed
poczatkiem linienia poczwarka-owad dorosty moze powodowac¢ ponowng ekspresje BR-
C i powtdérzenie procesu rozwoju poczwarki.
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przedwczesna metamorfozg oraz nie wykazywaty charakterystycznego wzrostu poziomu 20E
przed trzecim linieniem (Bialecki i wsp., 2002). Taki efekt fizjologiczny sugeruje, ze
nastapito przerwanie szlaku komunikacji hormonalnej pochodzacej od JH w wyniku braku
ekspresji £754. Konsekwencja tego jest najprawdopodobniej zmniejszenie poziomu hormonu
protorakotropowego (PTTH, ang., prothoracicotropic hormone), o ktérym wiadomo, ze jest
kluczowym hormonem stymulujacym wydzielanie ekdysteroidow (Gilbert i wsp., 2002).

Na podstawie licznych badan, z ktorych czgs$¢ przedstawiono wyzej wysunig¢to hipoteze
wzajemnego oddziatlywania JH i 20E (Dubrovsky, 2005) (Rys. 8 A-C). Autor pracy sugeruje,
ze podczas przechodzenia w kolejne stadia larwalne duzy wzrost poziomu 20E w obecnosci
wysokiego stezenia JH silnie aktywuje ekspresje E£754, ktory pojawia si¢ przed transkryptami
innych wczesnych genow (EcR-B, E744 1 E75B) (Rys. 8A). Pozostajaca na wysokim
poziomie ilos¢ JH wraz z biatkiem E75A skutecznie hamuja przedwczesna ekspresj¢ gendw
odpowiedzialnych za roéznicowanie, tym samym utrzymujac ,,status quo” owada. Dziatanie
specyficznej JHE powoduje spadek poziomu JH pod koniec ostatniego stadium larwalnego
wplywajac na zmniejszenie aktywnosci i wrazliwosci na 20E promotora genu E754.
Rownoczesnie pojawiajacy si¢ niewielki wzrost st¢zenia 20E umozliwia aktywacje genow
EcR-B, E74A4, BR-C (Sullivan 1 Thummel, 2003). Pojawienie si¢ biatka BR-C przesadza juz

dalszy bieg wydarzen, w wyniku ktorego larwa przeksztatca si¢ w poczwarke (Rys. 8B).

3.4 Bialka wigzace hormon juwenilny w hemolimfie owadow

Dotychczas w hemolimfie okoto 50 gatunkéw owaddow zaobserwowano biatka wigzace
JH. Posrod nich jest grupa takich, ktore maja niskie powinowactwo (Kp> 1,0 uM) do JH oraz
specyficzne, o wysokim powinowactwie (Kp < 1,0 uM). Pierwsza grupe, dosy¢ stabo
poznana, stanowia gtéwnie biatka o duzej masie czasteczkowej (~ 600 kDa) transportujace
diacyloglicerole, fosfolipidy, cholesterol, wegglowodany 1 karotenoidy oraz lipoproteiny i
analogiczne do albumin biatka wiazace kwasy ttuszczowe (Goodman, 1990). Do grupy
drugiej naleza biatka owadzie specyficznie wiazace i majace mozliwos¢ transportowania JH.
Wsréd nich znajduja si¢ miedzy innymi wysokoczasteczkowe lipoforyny i heksameryny oraz
monomeryczne biatka o niskiej masie czasteczkowej.

Lipoforyny sa wielopodjednostkowymi biatkami transportujacymi lipidy, feromony oraz
réwniez - JH, co stwierdzono u wielu gatunkéw owadoéw pochodzacych z réznych, nawet
oddalonych ewolucyjnie rzedow (Dictyoptera, Isoptera, Coleoptera, Diptera, Hymenoptera)
(Trowell, 1992). W sktad czasteczki wchodza dwie podjednostki zwane apolipoforyng I i
apolipoforyna I o masach odpowiednio, okoto 220 kD i1 70 kDa, oraz lipidy. Wigkszo$¢ z

poznanych dotychczas lipoforyn najlepiej wigze JH III. Szczegdlowo scharakteryzowana
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lipoforyna z Diploptera punctata sktada si¢ z podjednostek o masie 230 kDa 1 80 kDa a
sumaryczna masa czasteczki wynosi 680 kDa (King 1 Tobe, 1988). Badania ze znakowanym
(10R) - JH III wskazaly, ze miejsce wiazania hormonu wystepuje tylko na apolipoforynie I a
stata dysocjacji wynosi 3 nM (King i Tobe, 1988). Podobne wilasciwosci maja lipoforyny
pochodzace z D. melanogaster (Shemshedini 1 Wilson, 1988), Periplaneta americana (de
Kort i Koopmanschap, 1989), Leucophaea maderae (Engelmann i Mala, 2000), czy Blattella
germanica (Sevala 1 wsp., 1997),. Przez wigkszos¢ okresu rozwoju owada ilo$¢ lipoforyn
zmienia si¢ wraz z og6lnymi wahaniami poziomu st¢zenia wszystkich biatek hemolimfy i
utrzymuje si¢ na wysokim poziomie (10 - 40% biatek hemolimfy) (King 1 Tobe, 1988). Daje
to duzy nadmiar miejsc wiazacych JH, co umozliwia ochrong przed degradacja
enzymatyczna.

Nastepna grupe wysokoczasteczkowych biatek, majacych zdolno$¢ specyficznego
wigzania 1 transportu JH stanowia - heksameryny. Jak nazwa wskazuje, ztozone sg z szesciu
podjednostek o masie 70 - 80 kDa. Ich wystepowanie nie ogranicza si¢ tylko do owadow, ale
znajdowane sa u wielu przedstawicieli stawonogéw (Burmester, 2002). Do tej pory jednak
udowodniono, ze tylko heksameryny wystepujace u szaranczakoéw, m.in. Locusta migratoria
(Koopmanschap 1 de Kort, 1988; Braun 1 Wyatt, 1996) oraz Melanoplus sanguinipes (Ismail i
wsp., 1995), pelnia funkcj¢ transportowq dla JH. Najlepiej poznane biatko z L. migratoria ma
podjednostki o masie 74,4 kDa, okreslonej na podstawie sekwencji cDNA (Braun i Wyatt,
1996) i zawiera okolo 15% lipidéow (Koopmanschap i de Kort, 1988). Stala dysocjacji dla
wiazania enancjomeru (10R) - JH III wynosi 1-4 nM, a jedna czasteczka biatka posiada szes¢
miejsc wigzania dla hormonu (Koopmanschap i de Kort, 1988). Jak wykazaly analizy
funkcjonalne, w wigzanie JH najprawdopodobniej zaangazowany jest koniec N biatka (Braun
1 Wyatt, 1996).

Najlepiej poznang i wciaz intensywnie badana grupa JHBP s3 monomeryczne biatka
wystepujace w hemolimfie owadow, gltownie u Lepidoptera ale takze u Diptera. Te
pochodzace z Lepidoptera charakteryzuja si¢ niska masg czasteczkowa (25 - 32 kDa) i pl w
granicach 4,5 - 7 (Wing 1 wsp., 1984; Trowell, 1992), z wyjatkiem hemolimfowego JHBP
(hJHBP) z G. mellonella, ktorego pl wynosi 8,2 (Tabela 3) (Ozyhar i Kochman, 1987).
Wszystkie zbadane hJHBP posiadaja, jak si¢ wydaje, tylko jedno miejsce wigzania hormonu,
ale dotychczas nie udato si¢ jednoznacznie ustali¢ reszt aminokwasowych zaangazowanych w
oddziatywanie z JH. Obecnie trwaja w naszym laboratorium intensywne prace nad
opracowaniem struktury trzeciorzegdowej hJHBP i wskazaniem miejsca wigzania JH z

wykorzystaniem krystalografii rentgenowskiej. Przedstawiona juz zostata metoda krystalizacji
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oraz grupa przestrzenna i podstawowe parametry komorki elementarnej krysztatu hJHBP z
G. mellonella (Kotodziejczyk i wsp., 2003).

Czasteczki hJHBP zawieraja od czterech do szesciu reszt cysteilowych, z ktorych u
M. sexta (6 reszt) (Park i Goodman,1993) 1 G. mellonella (4 reszty) (Kotodziejczyk 1 wsp.,
2001) dwie pary tworza dwa mostki disiarczkowe. Na podstawie badan nad hJHBP z M. sexta
uwazano, ze biatko to nie jest glikozylowane (Goodman i wsp., 1978). Z kolei opierajac si¢
na analizie sekwencji aminokwasowej, wskazano potencjalne miejsca glikozylacji dla hJHBP
z B. mori (Vermunt 1 wsp., 2001), M. sexta (Touhara 1 wsp., 1993) 1 Heliotis virescens
(Wojtasek 1 Prestwich, 1995) jednak nie potwierdzono eksperymentalnie istnienia i sktadu
tych tancuchéw cukrowych. Dopiero badania prowadzone nad glikozylacja hJHBP z G.
mellonella (Duk i wsp, 1996; De¢bski i wsp., 2004) pokazaty, ze bialko to jest glikozylowane
na reszcie Asn94. Wyniki te sugerowatyby, ze mimo braku zachowania miejsc przytaczania
reszt cukrowych posréd Lepidoptera to hJHBP jest glikozylowane u wszystkich
przedstawicieli tej grupy owaddw. Krotko po wynikach tych badan ukazata si¢ informacja,
ktora skorygowata wezesniejsze rezulataty dotyczace hJHBP z M. sexta. Pokazano, ze takze
to biatko posiada reszty cukrowe, ktoére sg przylaczone w pozycji Asn 66 1 stanowig okoto 8%
masy czasteczki (Godmann, http://plantpath.wisc.edu/~goodman/wgresrch.html). JHBP jest
syntezowane gtéwnie w ciele tluszczowym owadow, skad przechodzi do hemolimfy, gdzie
spelnia rol¢ czasteczki transportujacej oraz chronigcej JH przed hydroliza przez
niespecyficzne esterazy (Trowell, 1992; Kochman 1 Wieczorek, 1994; Gilbert 1 wsp., 2000).
Tak jak wspomniano wyzej, ponad 99,8% czasteczek hormonu jest w hemolimfie zwiazane z
hJHBP (Hidayat i Goodman, 1994) i oddziatywanie to jest specyficzne ze wzgledu na niskie
state dysocjacji (Tabela 3).

Sekwencje cDNA hJHBP zostaly opublikowane dla biatek z czterech gatunkow owadow:
M. sexta (Lerro i Prestwich, 1990), H. verescens (Wojtasek i Prestwich, 1995), B. mori
(Vermut i wsp., 2001) 1 G. mellonella (Rodriguez Parkitna i wsp., 2002). Pordwnanie struktur
pierwszorzgdowych tych biatek wykazalo identyczne potozenie 57 reszt aminokwasowych
(Rodriguez Parkitna i wsp., 2002). Jak dotychczas pelna sekwencja genu jhibp zostata poznana
tylko dla M. sexta (Numer dostepu GenBank AF226857) (Orth i wsp., 2003). Obejmuje ona
19 266 pz, na ktore sklada si¢ pig¢ eksonow i cztery introny, sekwencje nietranslatowane 3' i
5' oraz promotor. Obszar podlegajacy transkrypcji zajmuje 6,7 kpz, natomiast otwarta ramka
odczytu ma 732 pz, ktore kodujg 244 aminokwasy. Dojrzate biatko po odcigciu peptydu

sygnalowego obejmuje 226 aminokwasow (Lerro 1 Prestwich, 1990). W obszarze
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Tabela 3 Wiasciwosci hJHBP z Lepidoptera.

Masa
Gatunek Stata dysocjacji (nM)? czgsteczkowa Odnosénik
(kDa)®
0,67 - 200 (10R, 11S)-JH 2221((So?)ﬁcsﬁncc;>En)a (Kramer i wsp., 1976;
Manduca sexta| 0,74-12,5 1 (10R, 11S)- ’ podstawie Wing i wsp., 1984;
1,86 JH Il (JH 111) sekwencji cDNA) Peterson, 1985)
Platyprepia ) (Prestwich i Atkinson,
virginalis 34 (SDS PAGE) 1990)
Diatraea 100 - 300 (JHI) 29 - 31 (filtracja | (Dillwith i wsp., 1985)
grandiosella 80-270 (JH ) zelowa) (Lenz i wsp., 1986)
32 (SDS PAGE, | (Ozyhari Kochman,
Galleria 260 (JHI) filtracja zelowa) 1987)
mellonella 72 (JHII) 25 (ESI - MS) (Duk i wsp., 1996)
, (Ferkovich i wsp.,
I.nte’: ’Zg’fte”a ; 25 (filtracja zelowa) | 1975; Ferkovich i
P wsp., 1977)
32 (SDS PAGE) .
. : (Wing i wsp., 1984)
Heliotis 610 (JH 1) 24,976 (obliczono | \yiiacel i Prestwich,
virescens na podstawie 1995
sekwencji cDNA)
Trichoplusia ni 650 (JH ) - (Wing i wsp., 1984)

# w nawiasach podano forme JH jakg uzyto w badaniach
® w nawiasach podano metode jakg postugiwano sie w badaniach

promotorowym wskazano niektore charakterystyczne dla owadow sekwencje regulujace

transkrypcje¢ (Orth i wsp., 2003).

3.5 Charakterystyka hJHBP z G. mellonella

Obok hJHBP z M. sexta, ktére zostalo jako pierwsze sklonowane i do tej pory jest
najlepiej scharakteryzowane, rownie duzo danych zostalo zgromadzonych o biatku z G.
mellonella.

Dojrzata forma hJHBP jest glikoproteing sktadajaca si¢ z 225 aminokwasow 1 powstaje z
245 aminokwasowego prekursora po odcigciu peptydu sygnatowego (Rodriguez Parkitna i
wsp., 2002). Natomiast sekwencja cDNA, poznana dotychczas w naszym laboratorium,
obejmuje 1063 pz, z czego 735 koduje czasteczke biatka (Rodriguez Parkitna 1 wsp., 2002).
Doktadna masa czasteczki wynosi 25 880 kDa (Duk i wsp., 1996). Reszty cukrowe sa
przytaczone tylko w pozycji Asn94 (Dg¢bski i wsp., 2004). Jak zostato juz wczedniej
nadmienione, hJHBP z G. mellonella wyrdéznia si¢ sposrod pozostatych pochodzacych z

Lepidoptera wyjatkowo wysokim pl wynoszacym 8,2 (Tabela 3). Z tego powodu nie dziwi
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tylko 25% identycznos¢ sekwencji w poréwnaniu z pozostalymi trzema hJHBP (Rodriguez
Parkitna 1 wsp., 2002). Pomimo tego, niektore reszty aminokwasowe sa dobrze zachowane.
Dotyczy to szczegolnie reszt cysteilowych oraz aromatycznych (prolilowych, tyrozylowych 1
fenyloalanylowych) (Rodriguez Parkitna, 2001). Rowniez modelowanie —struktur
drugorzedowych wskazuje, ze mimo réznic w sekwencji aminokwasowej, wszystkie poznane
dotychczas hJHBP sa do siebie podobne i by¢ moze przynaleza do podrodziny kalicyn -
lipokalin (Rodriguez Parkitna i wsp., 2002). Dobrze zachowane w ewolucji reszty cysteilowe
tworzg dwa mostki disiarczkowe pomiedzy resztami Cysl0 i Cysl7 oraz Cys151 i Cys195
(Kotodziejezyk 1 wsp., 2001). Zwiazanie do hJHBP z G. mellonella hormonu powoduje kilka
istotnych zmian w jego wlasciwosciach, wptywa m.in. na a) ruchliwosci elektroforetyczna, b)
widma réznicowe w UV, c) wspolczynnik sedymentacji, d) opornos¢ na proteolize
(Wieczorek i Kochman, 1991; Krzyzanowska 1 wsp., 1998). Sugeruje si¢, ze te zmiany
konformacyjne maja znaczacy wplyw na przekazywanie sygnatlu hormonalnego
pochodzacego od JH (Kochaman 1 Wieczorek, 1991).

Stezenia hJHBP, podobnie jak JH podczas rozwoju owada nie jest state, co moze
sugerowaé, ze ilos¢ biatka ma wplyw na regulacj¢ hormonalng pochodzacq od JH oraz vice
versa, poziom hormonu reguluje ekspresj¢ biatka. Na poczatku ostatniego stadium larwalnego
u G. mellonella stgzenie hJHBP lekko spada, po czym od drugiego dnia wzrasta az do
maksimum przypadajacego na czwarty i piaty dzien (Ozyhar 1 wsp., 1983) (Rys. 9A). W tym
samym okresie larwalnym poziom JH osiaga maksimum zaraz na poczatku pierwszego dnia
stadium, po czym szybko spada (Plantevin i wsp., 1984) (Rys. 9B). Niewielki wzrost
obserwuje si¢ w dniu trzecim oraz siddmym. Ten ostatni zapowiada przejScie w stadium
poczwarki. Poniewaz nie ma bezposredniej korelacji migdzy stezeniem hJHBP a JH, nie jest
jasnym, czy hormon bezposrednio reguluje syntez¢ hJHBP. Funkc;ji tej prawdopodobnie takze
nie mozna bezposrednio przypisa¢ ekdysteroidom, gdyz zmiany ich st¢zenia w hemolimfie

(Plantevin i wsp., 1984) sa rozbiezne z ekspresja jhbp.
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Rys. 9 Zmiany stezen hJHBP (wg Ozyhar i wsp., 1983) i JH (wg Plantevin i wsp., 1984)
podczas ostatniego stadium larwalnego. Panel A przedstawia zmiany stezenia hJHBP w
funkcji catkowitego stezenia biatka (zielony) i objetosci hemolimfy (czerwony),
poprzedzajace przepoczwarzenie. Panel B przedstawia zmiany stezenia JH (czarne
kolumny) wyrazone jako nanomolarne stezenia rownowaznikow JH |. Skrét c.s. oznacza
przedzenie kokonu.

Jak juz wspomniano w poprzednim rozdziale, trwajq intensywne prace nad rozwigzaniem
struktury trzeciorzedowej hJHBP. Jedynie dla biatka z G. mellonella opublikowano dane
dotyczace krystalizacji oraz opisano grupe przestrzenng i podano parametry komorki
elementarnej (Kotodziejezyk i wsp., 2003). Dane dotyczace struktury trzeciorzedowej biatka
w przysztosci pozwola zrozumie¢ podstawy oddziatywania JH z hJHBP. Natomiast wyniki,
bedace przedmiotem niniejszej rozprawy, opisujace architekture genu jabp moga przyczynié
si¢ do poznania pochodzenia i ewolucji tego genu, a analiza potencjalnych miejsc

regulatorowych do zrozumienia podstaw regulacji jego ekspresji.
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4 Cel pracy

Nadrzednym celem niniejszej pracy bylo poznanie sekwencji catego genu jhbp z G.
mellonella, poniewaz dotychczas poznano tylko sekwencje¢ biatkowa oraz sekwencj¢ cDNA.
W momencie rozpoczgcia eksperymentdw nieznana byta zadna sekwencja genu jhbp u
owadow. Realizacja tego zamierzenia umozliwita postawienie sobie dalszych zadan
badawczych, do ktorych nalezaty:

e Okreslenie struktury genu jhbp, rozmieszczenia w sekwencji obszarow kodujacych 1

niekodujacych biatka oraz wskazanie miejsca startu transkrypcji.

e Analiza sekwencji genu jhbp pod katem poszukiwania potencjalnych elementow

regulatorowych mogacych mie¢ wptyw na ekspresjg.

e Wskazanie 1 zbadanie potencjalnych elementow regulatorowych obecnych w

promotorze genu jhbp zdolnych do oddziatywania z biatkiem Usp.

e Proba klasyfikacji JHBP na podstawie budowy jego genu.
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6.1 Materialy
6.1.1 Odczynniki

6 Materiaty i metody

W ponizszej tabeli wymieniono najczeséciej wykorzystywane w pracy laboratoryjnej

endonukleazy restrykcyjne

fenol

fosfataza alkaliczna SAP
glicerol

hydrolizat kazeiny

IPTG

karbenicylina

kwas borny (Plusone)
kwas borny

ligaza DNA faga T4

odczynniki.
Odczynnik Producent
[a—32P]DTP NEN™ Life Science Products, Boston, MA,USA
agar Invitrogen, Paisley, Wielka Brytania
agaroza Serva Electrophoresis, Heidelberg, Niemcy
akrylamid Roth, Karlsruhe, Niemcy
[y—32P] ATP NEN™ Life Science Products, Boston, MA,USA
bromek etydyny Sigma, St Louis, MO, USA
DEPC Roth, Karlsruhe, Niemcy
DMSO Sigma, St Louis, MO, USA
dNTP (mieszanina) MBI Fermentas, Wilno, Litwa
DTT Sigma, St Louis, MO, USA
EDTA (Plusone) Amersham Bioscience, Wielka Brytania
EDTA Sigma, St Louis, MO, USA
ekstrakt drozdzy Gibco; ALAB, Warszawa

MBI Fermentas, Wilno, Litwa

POCH

MBI Fermentas, Wilno, Litwa

Sigma, St Louis, MO, USA

Gibco; ALAB, Warszawa

Roth, Karlsruhe, Niemcy

Roth, Karlsruhe, Niemcy

Amersham Bioscience, Wielka Brytania
Roth, Karlsruhe, Niemcy

MBI Fermentas, Wilno, Litwa
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Odczynnik

Producent

Miniprep Express Matrix™
2-merkaptoetanol

NaCl

(NH4)2SO04

(NH4)2S,05
N’N’-bismetylenoakrylamid
polimeraza Taq

polimeraza Vent
poli(dI-dC)

RNaza A

SDS

TEMED

TRIS (Plusone)

TRIS

QBiogene CA, USA

Sigma, St Louis, MO, USA

POCH

Roth, Karlsruhe, Niemcy

Roth, Karlsruhe, Niemcy

Sigma, St Louis, MO, USA

MBI Fermentas, Wilno, Litwa

MBI Fermentas, Wilno, Litwa
Amersham Bioscience, Wielka Brytania
Sigma, St Louis, MO, USA

Roth, Karlsruhe, Niemcy

Amersham Bioscience, Wielka Brytania
Amersham Bioscience, Wielka Brytania

Roth, Karlsruhe, Niemcy

Do przygotowywania roztworéw oraz podczas pracy laboratoryjnej wykorzystywano wode

oczyszczana w aparacie Milli-Q Plus (woda mQ) (Millipore, Niemcy).

6.1.2 Roztwory i podloza hodowlane

W niniejszym rozdziale wymieniono sktady i sposoby przygotowywania roztwordéw i

podtozy hodowlanych uzywanych w wielu doswiadczeniach 1 technikach. Przepisy

zaczerpnigto z Sambrook 1 Russel (2001). W przypadku, gdy procedura wymagata uzycia

innych roztwordw ich sktad zostal podany w opisie konkretnej procedury.

6.1.2.1 Podstawowe bufory

Bufor TE
10 mM Tris-HCI (pH 7,4)
1 mM EDTA

Bufor TBE (10xstgzony)
1 M Tris

833 mM kwas borny

10 mM EDTA

Roztwor sporzadzano z odczynnikéw Plusone (Amersham Bioscience).
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6.1.2.2 Podloza hodowlane
Podloze ptynne LB (Luria-Bertani) na 1 litr

ekstrakt drozdzowy 50¢g
hydrolizat kazeiny 10,0 g
NaCl 10,0 g

Jesli byto to konieczne, pH doprowadzano do wartosci 7,5 za pomoca 1 M NaOH.

Stale podloze LB
Do 1 litra ptynnej pozywki LB dodawano 15 g agaru, po czym sterylizowano ja w autoklawie

1 wylewano na szalki Petri'ego w ilosci okoto 20 ml.

Podloze minimalne M-9 na 1 litr

Na,HPO4 6,0 g
KH,PO,4 30g
NaCl 0,5¢g
NH4CI 1,0g
agar 15,0 g

Po autoklawowaniu roztwor schtadzano do temperatury 50 °C, po czym dodawano

sterylizowany przez filtracjg roztwor zawierajacy:

1M MgSO4 2,0 ml
1M CaCl, 0,1 ml
20 % (w/v) glukozy 10 ml
1 M tiamina-HCl 1,0 ml

6.1.2.3 Roztwory stosowane do EMSA
Zel poliakrylamidowy do EMSA

5,8% (w/v) akrylamid

0,2% (w/v) bisakrylamid

22,3 mM Tris-boran (pH 8,3)

0,5% EDTA

0,05% (w/v) (NH4)2S,03

0,1% (v/v) TEMED
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Bufor do EMSA
10 mM Tris-HCl
150 mM NacCl
5uM ZnCl,
10% v/v glicerol

0,5% mg/ml owoalbumina

0,5 mM DTT (dodawany przed uzyciem buforu)

6.1.3 Szczepy bakteryjne

W doswiadczeniach wykorzystywano jeden szczep bakterii Eschericha coli - NOVA

BLUE z firmy Novagen. Uzywano go do replikacji DNA plazmidowego. Charakterystyka ich

genotypu jest nastgpujaca:

endAl hsdR17 (rk12mK12") supE44 thi-1 recAl gyrA96
relAl lac[F' proA+B+ lacl9ZAM15 ::Tnl0(tetR)]

Komorki tego szczepu nadekspresjonuja lac represor. Dlatego aktywna B-galaktozydaze

mozna ekspresjonowacé jedynie po uprzedniej inaktywacji represora lac za pomoca IPTG

(Barkeley 1 Boureois, 1978). Komorki te wykorzystywano przy selekcji klonow metoda o-

komplementacji.

6.1.4 Wektory plazmidowe

pGL3-Basic

(Promega)
Sztuczny sygnat poli(A);
miejsce zatrzymania

transkrypcji
o (dla redukcji poziomu tta)

Amp'
f1 ok
Kpn |

Wektor Sac|
pGL3-Basic Miu'l
(4818 pz) Nhe |
Smal
Xho |
Bglll
Hind 1l

ori

luc+

Pézny sygnat

poli(A) z SV40
(dla genu luc+)

Wektor uzywany do testbw z  genem
reporterowym. Zawiera zmodyfikowana sekwencj¢
kodujaca lucyferaze firefly. Do wektora klonowano
fragmenty = promotora jhbp, a  nastgpnie
transfekowano nim komorki owadzie linii High

Five (opis linii w rozdziale 6.1.5).
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pRL-PH

Po6zny sygnat
poli(A) z SV40
(dla genu Rluc)

|
Promotor T7

PTZ57R/T

(Fermentas)

pET-16-b-1
(Novagen)

pFastBacl™

(Invitrogen)

Wektor przygotowano w naszym laboratorium.
Jest on zmodyfikowana forma wektora pRL-TK
(Promega), z ktorego wycigto za pomoca Bgl/II i
HindIll  sekwencj¢  promotora HSV-TK i
wstawiono w tym miejscu fragment promotora
poliedryny pochodzacy z wektora pFastBac

P t . J4
polledryny 1.Wektor uzywano do testow z genem

Hind NI

reporterowym  jako  kontrola  wydajnos$ci
transfekcji.  Zawiera  sekwencj¢  kodujaca

lucyferaze Renilla

Wektor uzywany do klonowania produktow powstatych po PCR.
Jest zlinearyzowana forma plazmidu pTZ57R. Linearyzacji
dokonano za pomoca enzymu Eco321 i dodano na obu koncach 3'
dodatkowe reszty dideoksytyminy przy wykorzystaniu terminalne;j

transferazy.

Wektor uzywany do sprawdzania wydajnosci transformacji
komorek kompetentnych, opisany przez Koelle i wsp., 1991,

zbudowany w oparciu o wektor pET.

Wektor standardowo wykorzystywany w systemie Bac-to-Bac®
(Invitrogen). Przez nas uzyty do pozyskania fragmentu promotora
poliedryny, ktéry zamplifikowano w PCR przy uzyciu starterow
PE F1 1 PE_R2, a nastgpnie wklonowano do wektora PRL-TK w
miejsca Bgl 11 1 Hind 111

6.1.5 Charakterystyka linii komorkowej High Five (Invitrogen)

Nazwa linii:
Organizm:
Tkanka:

Przyczepnozaleznos$c¢:

High Five (BTI-Tn-5B1-4)
Trichoplusia ni (owady, Lepidoptera)
embrionalna (komorki jaj)

staba
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Lini¢ t¢ wykorzystywano do testow transkrypcyjnych z genem reporterowym. Komorki

transfekowano odpowiednim konstruktem w wektorze pGL3-Basic 1 wektorem pRL-PH,

ktory stanowit kontrolg wydajnosci transfekcji.

6.1.6 Oligonukleotydy

W  podrozdziatach przedstawiono wykorzystane podczas

Oligonukleotydy przede wszystkim wykorzys

pracy oligonukleotydy.
tywano jako startery w technice PCR do

amplifikacji sekwencji promotora i introndw jhbp z G.mellonella oraz ich sekwencjonowania.

Poza tym stuzyly do konstrukcji sond znakowanych izotopowo do testow EMSA. Kolorem

szarym oznaczono fragmenty sekwencji starterow, ktore nie sa komplementarne do matrycy, a

pismem pochylym fragmenty rozpoznawane przez odpowiednie endonukleazy. Polozenie

oligonukleotydu okresla, do jakiego fragmentu genu lub wektora dany odcinek DNA jest

komplementarny.

6.1.6.1 Startery do amplifikacji sekwencji promotora jhbp

Nazwa Sekwencja

Opis

CCG AGA GGG CAC ATT GAT ATA

WRA 292 TCA C

Zaprojektowany na podstawie sekwencji cDNA|
JHBP z G. mellonella. Wsteczny, potozenie 106-
82, T,= 63°C.

TGT GAT TGA CGG CAA TAT ACT

WRA 300 GAG A

Zaprojektowany na podstawie sekwencji cDNA|
JHBP z G. mellonella. Wsteczny, potozenie 36-12,
T,=55,4°C.

AS 1 GTA AGA CTG ATT GAC TCA CTG

Zaprojektowany
promotora  genu

na
Jhbp
amplifikowanej za pomoca starterow WRA 300 i

sekwencji
melonella

podstawie
z G.

TTG ACA

ATCAAAG AP 2. Wsteczny, potozenie —236-(-263),
T,= 62,2°C.
Zaprojektowany  na  podstawie  sekwencji
GCC TCT TCT AGA TGT ACA TGTprorn'otora genu jhbp  z G mellonellq
AS 2 AAA TCG amplifikowanej za pomoca starterow WRA 300 1{
IAP 2. Wsteczny, potozenie —303-(-329),
T,= 63,4°C.
Zaprojektowany =~ na  podstawie  sekwencji
CAG TAA TCA AAT ACA TGT TGCPromotra  genu jhbp -z~ G. mellonella
AS3 GCC ACA ampllﬁkowaqej za pomoca starterow WRA 300 i
IAP 2. Przedni, potozenie —908-(-882),
T,=61,9°C.
Zaprojektowany  na  podstawie  sekwencji
promotora genu jhbp z G.  mellonella
AS 4 GGA AGA ATT GCA AGC CTA AGCampliﬁkowanej za pomocg starterow WRA 300 i

AP 2. Wsteczny, potozenie —1256-(-1282),

T~ 63,4°C.
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AS 12

GTT TCT GAT GGA ATG TAA TAQG
TTA GCC

Zaprojektowany  na  podstawie  sekwencji
promotora genu jhbp z G. mellonella
amplifikowanej za pomoca starterow AS 2 i AP 2.
'Wsteczny, potozenie —1298-(-1324),

T,=53,3°C.

AS 13

IACA GGG GGT CAA AAG TAC CTA
CTG AGT

Zaprojektowany =~ na  podstawie  sekwencji
promotora genu jhbp z G. mellonella
amplifikowanej za pomoca starterow AS 2 i AP 2.
Przedni, potozenie —1058-(-1032), T,=57,8°C.

AS 14

CCT TGT ACA TAA AAA CGT CTA
CTA GTAC

Zaprojektowany  na  podstawie  sekwencji
promotora genu jhbp z < G. mellonella
amplifikowanej za pomoca starterow AS 2 i AP 2.
Wsteczny, potozenie —577-(-604), T,= 49,3°C.

AS 15

CGA TAC AGA TTA CTC TCG TGT
IAGG TAC

Zaprojektowany  na  podstawie  sekwencji
promotora genu jhbp z G. mellonella
amplifikowanej za pomoca starterow AS 2 i AP 2.
Wsteczny, polozenie —720-(-747), T,= 52°C.

AP 1

GTA ATA CGA CTC ACT ATA GGG
C

,Adaptor primer” - starter z zestawu Universal
Genome Walker. Komplementarny do sekwencji
adaptorowej dodawanej na koncach genomowego
DNA. Stosowany do amplifikacji DNA|
genomowego wraz ze starterem specyficznym,
zaprojektowanym do sekwencji genu. T,,= 59°C.

AP 2

IACT ATA GGG CACGCG TGG T

,,Nested adaptor primer” - starter zagniezdzajacy 7
zestawu Universal Genome Walker.
Komplementarny do sekwencji  adaptorowej
dodawanej na koncach genomowego DNA.
Stosowany, do amplifikacji matrycy DNA|
powstalej po reakcji PCR ze starterami APl i
specyficznym do sekwencji genu. T,,= 71°C.

6.1.6.2

Startery do identyfikacji i amplifikacji sekwencji intronow jhbp

Nazwa

Sekwencja

Opis

JR 16

IATC AC

AGT CTC AGT ATA TTG CCG TCA

Zaprojektowany na podstawie sekwencji cDNA
JHBP z G. mellonella. Przedni, potozenie 12-35,
T.= 54,8°C. Zaprojektowany przez dr. inz. J.
Rodrigueza.

WRA 296

TGA G

CAC AAG GCT CTG TCG ATA AGT

Zaprojektowany na podstawie sekwencji cDNA|
JHBP z G. mellonella (amplifikacja intronu A).
Wsteczny, polozenie 4597-4573, T,,= 63°C.

KC1

TTA GGA G

TGT ACT AAT CAG TTT TCA CTT

Zaprojektowany na podstawie sekwencji intronul
A z G. mellonella amplifikowanego za pomoca
starterow JR 16 i WRA 296. Przedni, potozenie
342-369, T,,= 51,5°C. Zaprojektowany przez mgr]
inz. Kamil¢ Czajewska.

KC2

ATT ACA

CCG AGG TTT TTC CAA GAG ACT

Zaprojektowany na podstawie sekwencji intronul
A z G. mellonella amplifikowanego za pomoca|
starterow JR 16 i WRA 296. Wsteczny, polozenie
4286-4260, T,= 57,3°C. Zaprojektowany przez
mgr inz. Kamilg Czajewska.
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Nazwa

Sekwencja

Opis

AS 18

ATA CTT ATC ATC ATC ATT ATA
TCA GCC

Zaprojektowany na podstawie sekwencji intronul
A z G. mellonella amplifikowanego za pomoca]
starterow KC 1 1 KC 2. Wsteczny, potozenie
3754-3728, T,,= 49,6°C.

AS 17

AGT ATA AAT CCA ACT CGG CTG
GGC AG

Zaprojektowany na podstawie sekwencji intronu
A z G. mellonella amplifikowanego za pomoca|
starterow KC 1 1 KC 2. Przedni, potozenie 1134-
1159, T,= 63,4°C.

AS 19

ATG CGG GGT TGC CCC TAG AAA
ATG AG

Zaprojektowany na podstawie sekwencji intronul
A z G. mellonella amplifikowanego za pomoca
starterow KC 1 1 KC 2. Wsteczny, polozenie
3268-3242, T,,= 66,3°C.

KC 12

GGC TAT GGA GAG AAC TAT GCT
TG

Zaprojektowany na podstawie sekwencji intronul
A z G. mellonella amplifikowanego za pomoca]
starterow AS 17 i AS 19. Przedni, polozenie
1316-1338, T,= 51,9°C. Zaprojektowany przeZ
mgr inz. Kamilg Czajewska.

KC 13

TAA TTA CTT TGT ACG CTG ACT
GAC CTC

Zaprojektowany na podstawie sekwencji intronul
A z G. mellonella amplifikowanego za pomoca
starterow AS 17 1 AS 19. Wsteczny, potozenie
2764-2738, T,= 54,5°C. Zaprojektowany przez
mgr inz. Kamilg Czajewska.

WRA 293

CTC AAC TTA TCG ACA GAG CCT
TGT G

Zaprojektowany na podstawie sekwencji cDNA|
JHBP z G. mellonella (amplifikacja intronu B).
Przedni, polozenie 4573-4597, T,= 63°C.

ASS

GTA GGT TTT TGA TGA CTT AGG
CAATTC

Zaprojektowany na podstawie sekwencji cDNA|
JHBP z G. mellonella (amplifikacja intronu B).
Wsteczny, potozenie 7221-7195, T,= 55,1°C.

KC3

CGG TAC AAT AAT TTA AAG GTA
ACC GGA

Zaprojektowany na podstawie sekwencji intronu
B z G. mellonella amplifikowanego za pomocg
starterow WRA 293 i AS 5. Przedni, potozenie
4747-4773, T,= 57,1°C. Zaprojektowany przez
mgr inz. Kamile Czajewska.

KC4

GTG ACC CCA AAC AAT CAA AAA
CTA GGC

Zaprojektowany na podstawie sekwencji intronu
B z G. mellonella amplifikowanego za pomocy]
starterow WRA 293 i AS 5. Wsteczny, potozenie
7033-7007, T= 60,9°C. Zaprojektowany przez
mgr inz. Kamilg Czajewska.

AS 20

GTC TAA CGA TAT CTA CAT TAT
CTG TC

Zaprojektowany na podstawie sekwencji intronu
B z G. mellonella amplifikowanego za pomoca
starterow KC 3 1 KC 4. Przedni, potozenie 5102+
5128, T,,=45,7°C.

AS 22

AAA GTG TAC AAT AAC AGA ATT
CTT TCC

Zaprojektowany na podstawie sekwencji intronu
B z G. mellonella amplifikowanego za pomocy]
starterow KC 3 1 KC 4. Wsteczny, polozenie
6804-6778, T,,= 51,1°C.

AS 21

GCC ACC TCC TAT TAG GTG GAT
TTA TC

Zaprojektowany na podstawie sekwencji intronul
B z G. mellonella amplifikowanego za pomocy]
starterow KC 3 i KC 4. Przedni, polozenie 5586-
5611, T,=56,6°C.

AS 23

CTA AAC AGC GGA CTG ACT TTT
TAA TGC

Zaprojektowany na podstawie sekwencji intronu
B z G. mellonella. Przedni, potozenie 6413-6439,
T,=57,9°C.
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Nazwa Sekwencja Opis
Zaprojektowany na podstawie sekwencji cDNA|
KC9 CTA TTT TCA GTA TTA TTT TTGJHBP z G. mellonella. Przedni, potozenie 7033-
GCT G 7057, Tn= 49,2°C. Zaprojektowany przez mgr]
inz. Kamilg Czajewska.
TCA TCA AAA ACC TAC ACA GG AZaprojektowany na podstawi§ sekwepcji cDNA|
AS 16 GAA GTC JHBP z G. mellonella (amplifikacja intronu C).
Przedni, potozenie 7207-7233, T,,= 56,1°C.
CTT CAC GCT ATA ACT ATA AGCZaprojektowany na podstawi§ sekwepcji cDNA|
AS 8 AGC TCC JHBP z G. mellonella (amplifikacja intronu C).
'Wsteczny, potozenie 8379-8353, T,= 55,7°C.
Zaprojektowany na podstawie sekwencji intronu
C z G. mellonella amplifikowanego za pomocg
KC'5 igg TCA TTG TIT TAT ACC AAT or6w AS 16§ AS 8. Przedni, polozenic 7619-
7642, T,= 51,9°C. Zaprojektowany przez mgr]
inz. Kamil¢ Czajewska.
Zaprojektowany na podstawie sekwencji intronul
C z G. mellonella amplifikowanego za pomocy]
KC6 ﬁ?‘éc ACG ATG GGC TAA CTG ACCstarter(')w AS 16 i AS 8. Wsteczny, polozenie
8094-8072, T,,= 52,6°C°C Zaprojektowany przeZ
mgr inz. Kamilg Czajewska.
Zaprojektowany na podstawie sekwencji intronul
KC 10 IATA GAG TAA GTT ATA TCT GTC(C z G. mellonella Przedni, potozenie 7281-7304,
AAG T.= 39,3°C Zaprojektowany przez mgr inz.
Kamile¢ Czajewska.
AAA TAT TGC ATA TCT GTA ATTLOOZene 83178342, T,= = 48,6°C
KC 11 ACA GG Zaprojektowany przez mgr inz. Kamilg|
Czajewska.
Zaprojektowany na podstawie sekwencji cDNA
IR 18 GTT ATA GCG TGA AGA CTG ATGJHBP z G. mellonella. Przedni, potozenie 8366-
ATG ATA AAG 8392, T,,= 52,3°C. Zaprojektowany przez dr inz.
J. Rodrigueza.
CCT CCG TTA GTT GTT TAC C ATZaprojektowany na podstawi§ sek\.ye.ncji cDNA|
AS 10 ATC CCG JHBP z G. mellonella (amplifikacji intronu D).
Wsteczny, potozenie 9402-9376, T,= 60,8°C.
Zaprojektowany na podstawie sekwencji cDNA
IR 21 TTA AAC ATT TTTJVHBP z G. mellonella. Wsteczny, potozenie
GAA GTATGC ACT C 9515-9490, T,= 64,4°C. Zaprojektowany przeZ
dr inz. J. Rodrigueza.
Zaprojektowany na podstawie sekwencji intronul
D z G. mellonella amplifikowanego za pomoca
KC 7 %AT ATG TGA ACC ACG TGA ACGly, 6w TR 18 i AS 10. Przedni, polozenic 8750-
8771, Tnw=52,4"C. Zaprojektowany przez mgr inz.
Kamile Czajewska.
Zaprojektowany na podstawie sekwencji intronul
D z G. mellonella amplifikowanego za pomoca]
KC8 ?(ISC AGT CAG TCA GTT TGT TTGstarter(’)w JR 18 i AS 10. Wsteczny, polozenie
9093-9071, T,= 48°C. Zaprojektowany prze7
mgr inz. Kamile Czajewska.
Zaprojektowany na podstawie sekwencji cDNA
IR 13 TAG AAT GCA TAAJHBP z G. mellonella. Przedni, potozenie 4610-

GCA AAG

4627, T,,= 48°C. Zaprojektowany przez dr inz. J.
Rodrigueza
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Nazwa Sekwencja Opis
Zaprojektowany na podstawie sekwencji cDNA|
IR 19 CCA AAT ATT TCG CAA GAA ACCJUHBP z G. mellonella. Wsteczny, polozenie
GTT TCT G 8417-8444, T,= 56°C. Zaprojektowany przez dr
inz. J. Rodrigueza
Zaprojektowany na podstawie sekwencji cDNA
IR 20 AGT AAA CTC AACJUHBP z G. mellonella. Przedni, potozenie 4567-
TTA TCG ACA GA 4589, T,= 62°C. Zaprojektowany przez dr inz. J.
Rodrigueza
6.1.6.3 Oligonukleotydy wykorzystywane w eksperymentach EMSA

W eksperymentach EMSA wykorzystywano dwuniciowe, znakowane **P sondy DNA ale

dla przejrzystoSci w niniejszym rozdziale zostana podane tylko sekwencje jednej nici,

odpowiadajacej w danym genie nici kodujace;.

Nazwa Sekwencja Opis
Oligonukleotyd zaprojektowany na podstawie
AGC GAC AAG GGT TCA ATG CACsekvyencp promotora hsp27-z D. melanogaster,
WRA 111 zawiera element oddzialujacy z receptorem|
TTG TCC AAT GA ekdysteroidowym. Wykorzystany do utworzenia
dwuniciowej, znakowanej sondy do testow,

EMSA. Przedni, T,,= 63°C.
Oligonukleotyd zaprojektowany na podstawie
IG1 |AGT TAC AGG GGG TCA AAA GTAjekwencji promotora jhbp z G.mellonella.
Wykorzystany do utworzenia dwuniciowej,
(sondal) |CCT ACT GAG TA znakowanej sondy do testow EMSA. Przedni,

otozenie —1062-(-1031), T,,= 60,2°C.
Oligonukleotyd zaprojektowany na podstawie
IG3 |GAA TTG GTA GGG TCA CTA CCAjekwencji promotora jhbp z G.mellonella.
\Wykorzystany do utworzenia dwuniciowej,
(sonda 1) TAA CTC CTG AT znakowanej sondy do testow EMSA. Przedni,
potozenie —969-(-938), T,,= 61,8"°C.

Oligonukleotyd zaprojektowany na podstawie
IG5 |GGC TGA AAA TGG TCA CTG ATAfsekwencji promotora jhbp z G.mellonella.
(sonda IIT) ATT CTT TTG CA Wykorzystany do utworzenia dwuniciowej,

znakowanej sondy do testow EMSA. Przedni,

otozenie -484-(-453), T,,= 65,4°C.

6.1.6.4 Startery do amplifikacja fragmentow promotora do testow z

genem reporterowym

Nazwa Sekwencja Opis
o o Zaprojektowany na podstawie sekwencji genul
CGC GGT ACC AAG TTA CAG GGG, . .
FT 1066F ihbp z G. mellonella do amplifikacji fragmentul

GTC AAA AG

promotora z miejscem restrykcyjnym Kpnl.
Przedni, potozenie —1062-(-1043), T,= 68°C.
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Nazwa

Sekwencja

Opis

FT 442F

CGC GGT ACC ATC AAC AAA CTG
TTC AACTAT C

Zaprojektowany na podstawie sekwencji genul
fhbp z G. mellonella do amplifikacji fragmentu
promotora z miejscem restrykcyjnym Kpnl.
Przedni, potozenie —440-(-439), T,,= 65°C.

FT 39F

CGC GGT ACC ATG TTC ATA TAT
AAA TTT GAG AG

Zaprojektowany na podstawie sekwencji genul
fhbp z G. mellonella do amplifikacji fragmentu
promotora z miejscem restrykcyjnym Kpnl.
Przedni, potozenie -39-(-16), T,= 62°C.
Zaprojektowany  przez ~mgr inz. Anng|
INiewiadomska-Cimicka.

FT 51R

GCG CA44 GCT TGT GGT ATC CAC
CTG TGT G

Zaprojektowany na podstawie sekwencji genu
fhbp z G. mellonella do amplifikacji fragmentu
promotora z miejscem restrykcyjnym HindIIl.
Wsteczny, polozenie 33-52, T,= 68°C.
Zaprojektowany  przez ~mgr inz. Anng|
INiewiadomska-Cimicka.

PE F1

CGC AGA TCT ATC ATG GAG ATA
ATT AAA ATG ATA AC

Zaprojektowany na podstawie sekwencji wektoral
pFastBac 1 do amplifikacji fragmentu promotoral
poliedryny z miejscem restrykcyjnym Bg/Il.
Przedni, T,,= 61°C.

PE R2

GCG C44 GCT ICG CGC CCG ATG
GTG GGA C

Zaprojektowany na podstawie sekwencji wektora
pFastBac 1 do amplifikacji fragmentu promotora|
poliedryny z miejscem restrykcyjnym HindlIII.

Wsteczny, T,,=79°C.

6.1.6.5 Startery do reakcji sekwencjonowania

Nazwa Sekwencja Opis
_ CGA CGT TGT AAA ACG ACG GC(CStarter, znakowany Cy5 na koncu 5', uzywany do
Uniwersalny AGT sekwencjonowania wektoréw z rodziny pUC
(pTZ57R). Przedni, T,,= 62,8°C.
Starter, znakowany Cy5 na koncu 5', uzywany do
Wsteczny (CAG GAA ACA GCT ATG AC sekwencjonowania wektoréw z rodziny pUC
(pTZ57R). Wsteczny, T,,= 36,2°C.
6.2 Metody

6.2.1 Hodowla owadow

Hodowla G. mellonella byta prowadzona wedlug przepisu Sehnal’a (Sehnal i Meyer,

1968).

6.2.2 Oznaczanie st¢zenia DNA i RNA

Stg¢zenie DNA oraz RNA oznaczano przez pomiar absorbancji przy 260 nm (Warburg 1

Christian, 1942) (cytowane za (Sambrook i wsp., 1989). Rozcienczenia dobierano w ten

sposob, aby odczytana warto$¢ absorbancji miescita si¢ w zakresie od 0,1 do 1. Stgzenia

obliczano nastgpujaco:
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dla DNA: warto$¢ absorbancji x rozcienczenie x 0,05 (mg/ml),

dla RNA: warto$¢ absorbancji x rozcienczenie x 0,04 (mg/ml).

Jezeli dodatkowo szacowano stopien zanieczyszczenia kwasu nukleinowego biatkami
wykonywano pomiar absorbancji przy 280 nm. Proébke uwazano za odpowiedniej jakosci,
jezeli stosunek Aygo/Azgo Wynosit:

dla DNA: 1,6< Aaeo/Aaso <1,9,

dla RNA 1,65< Az60/Ang0 <2,0.

6.2.3 Izolacja genomowego DNA

Procedura, pierwotnie opisana przez Blin i Stanford (1976) opiera sig na izolacji DNA w
obecnosci rybonukleazy A, proteinazy K i fenolu, dzigki ktorym denaturuje si¢ i usuwa biatka
oraz RNA. Do izolacji wybrano larwy z réznych stadiow i zwazono (2,5 g). Nastepnie
umieszczono w mozdzierzu i zalano cieklym azotem. Sproszkowano owady przez ucieranie.
Dalsza procedurg izolacji DNA genomowego o duzej masie czasteczkowej i wysokiej
czystosci prowadzono w oparciu o metod¢ opisana przez Sambrook i Russell (2001). W
pierwszym etapie przeprowadza si¢ liz¢ komodrek przy pomocy SDS oraz réwnocze$nie

trawienie RNA przez rybonukleazg A uzywajac buforu do lizy.

Bufor do lizy
10 mM Tris-HCI pH 8,0
100 mM EDTA pH 8,0
20 pg/ul rybonukleaza A (dodano tuz przed uzyciem buforu)
0,5% (w/v) SDS

Proszek otrzymany z owadoéw homogenizowano w 25 ml buforu do lizy i umieszczono na
1 godzing w 37°C, w celu hydrolizy RNA. Nastgpnie dodano 125 pl proteinazy K o st¢zeniu
20 mg/ml i inkubowano przez 3 godziny w temp. 50°C. Po zakonczeniu proteolizy zawiesing
schtodzono do temperatury pokojowej i dodano rowna objetosé rownowazonego z buforem

fenolu.

Fenol rownowazony

Okoto 100 ml statego fenolu rozpuszczono w 100 ml 0,5 M Tris-HCI pH 8.0. Wytrzasano i
odstawiono az do momentu rozdzielenia si¢ faz. Nastgpnie zlewano faz¢ wodna i dodawano
swieza porcj¢ buforu Tris-HCl. Czynno$¢ t¢ powtarzano dopdki pH zlewanego buforu nie

wynosito okoto 7.
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Hydrolizat wraz z fenolem delikatnie mieszano przez 10 minut a nastgpnie wirowano
przez 15 minut przy 5000xg w celu rozdzielenia faz. Usuwano fenol 1 do pozostatej fazy
wodnej dodawano §wieza porcj¢ fenolu. Ekstrakcje powtarzano jeszcze 3 razy. Do zebranej
fazy wodnej (12,5 ml) dodano 0,2 objgtosci octanu amonu 10 M oraz 2 objgtosci etanolu 96
%. Wytracajace si¢ DNA delikatnie, aby nie porozrywac nici, nawijano na pipete Pasteura i
przeniesiono do czystej probowki. Z pozostatego roztworu odzyskano DNA poprzez
wirowanie przez 15 minut przy 5000xg w 4°C. Uzyskane DNA przemywano dwukrotnie w 20
ml 70 % etanolu 1 wirowano jak poprzednio. Osad DNA zawieszano w 4 ml TE inkubujac
przez 24 godziny w temp. 4°C. Po tym czasie wida¢ bylo w roztworze ,klaczki”
(nierozpuszczone DNA), wigc wstawiono probki do wytrzasarki w temp. pokojowej (500
obr/min). Nastgpnie odwirowano resztki niezawieszonego DNA przez 10 minut przy 7000xg
w temp. pokojowej. Zebrano supernatant i oszacowano czysto$§¢ wyizolowanego DNA na
podstawie pomiaréw spektrofotometrycznych (wspotczynnik Ajeo/Aszso, patrz rozdzial 6.2.2)
(Sambrook 1 wsp., 1989). Dhugos$¢ uzyskanego DNA genomowego szacowano na podstawie

elektroforezy w zelu agarozowym.

6.2.4 Izolacja calkowitego RNA
Catkowite RNA bylo pozyskiwane z ciata tluszczowego larw bedacych w 3 dniu 7

stadium larwalnego. Do izolacji RNA z tkanki wykorzystano zmodyfikowana procedurg
opisang pierwotnie przez Chomczynski i Sacchi (Chomczynski 1 Sacchi, 1987; Chomczynski,
1994). Metoda ta polega na trwalym unieczynnieniu rybonukleaz za pomoca roztworu
zawierajacego tiocyjanian guanidyny, N-laurylo sarkozyng, B-merkaptoetanol, a nastgpnie
usunigciu biatek oraz DNA poprzez ekstrakcje fenolem.

Przy izolacji i pracy z RNA zwracano szczeg6lna uwage, aby unika¢ kontaktu preparatow
RNA z rybonukleazami. W tym celu szklo 1 narzgdzia metalowe wygrzewano w temperaturze
300°C przez 4 godziny. Pipety, narzgdzia plastikowe oraz komore do elektroforezy doktadnie
myto woda z detergentem, suszono etanolem i moczono przez noc w 3% (v/v) roztworze
H,0,. Nastgpnie przeptukiwano woda traktowana DEPC (opis przygotowania ponizej).
Koncowki do pipet automatycznych oraz proboéwki plastikowe brano wprost ze §wiezo
otwartych opakowan, nie dotykajac ich bezposrednio rekoma. Podczas pracy z RNA unikano
przeniesienia rybonukleaz z dloni poprzez noszenie lateksowych rgkawiczek. Stot

laboratoryjny myto stgzonym etanolem, a nastgpnie 3% (v/v) roztworem H,Ox.

59



Materialy i metody

Sklad uzywanych roztworéw

Woda traktowana DEPC

Do dejonizowane] wody dodawano DEPC aby koncowe stgzenie wynosito 0,1% (v/v).
Nastgpnie roztwor wytrzasano przez okoto 12 godzin i wygrzewano w temperaturze 100°C

przez minimum 3 godziny.

Roztwor denaturujqcy

12,5 g tiocyjanian guanidyny

0,13 g N-sarkozyl sodu

0,80 ml 0,75M cytrynian sodu pH 7.0

Powyzsze sktadniki dodano do 15,95 ml wody mQ i rozpuszczono przy uzyciu mieszadta
magnetycznego w temperaturze okoto 60°C. Roztwor przechowywano w temperaturze
pokojowej chroniac go przed $wiattem. Przed kazdym uzyciem roztworu denaturujacego
dodawano do niego -merkaptoetanol w ilosci 0,18 ml na kazde 25 ml roztworu.

Podczas preparacji wyizolowang tkanke (~100 mg) od razu umieszczano na lodzie w 1
ml roztworu przygotowanego z roztworu denaturujacego, fenolu oraz octanu sodu o pH 4.0 w
proporcjach 10:10:1. Calo$¢ homogenizowano przez okoto 30 sekund. 1 ml homogenatu
przeniesiono do czystej probéwki, dodano 200 pl chloroformu i dobrze wymieszano. Roztwor
nastgpnie wirowano przy 17 000xg przez 30 minut w temperaturze 4°C aby dobrze rozdzieli¢
powstate dwie fazy. Faze wodna (gorna) delikatnie zebrano, tak aby nie naruszy¢ interfazy, i
przeniesiono po 250 ul do nowych probdéwek. Do kazdej z probowek dodano 250 nl
chloroformu, dobrze wymieszano 1 ponownie wirowano w takich samych warunkach jak
wczesniej. Po zebraniu okoto 150 ul fazy wodnej dodano po 450 ul bezwodnego etanolu do
kazdej probki. Roztwory pozostawiono na 20 godzin w temperaturze -20°C w celu
precypitacji RNA. Nastgpnie wirowano je przy 18 000xg przez 30 minut w temperaturze 4°C.
Supernatant odrzucono i do osadu dodano po 1 ml 70% etanolu, ktéry przygotowano w
wodzie traktowanej DEPC. Probki wirowano przy 18 000xg przez 30 minut w temperaturze
25°C. Potem zebrano doktadnie supernatant i suszono przez okoto 10 minut. Osad zawieszono
przez pipetowanie w 80 ul wody traktowanej DEPC. Probke podzielono na 4 porcje po 20 ul
kazda 1 szybko zamrozono do -80°C. Stgzenie szacowano spektrofotometrycznie przez pomiar

absorbancji przy 260 nm (patrz rozdziat 6.2.2).
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6.2.5 Reakcja lancuchowa polimerazy (wg Saiki i wsp., 1985)
Metoda PCR postugiwano si¢ do amplifikacji DNA genomowego, DNA plazmidowego

oraz do syntezy drugiej nici cDNA w metodzie 5'-RACE. PCR prowadzono w aparacie
TGradient z pokrywa grzejna (Biometra) w proboéwkach o pojemnosci 0,2 ml. Koncowa
objetos$¢ mieszaniny reakcyjnej wynosita zawsze 50 pl.

W reakcjach, gdzie matryca bylo DNA genomowe stosowano gléwnie mieszaning
polimeraz Advantage Genomic Polymerase Mix (Clontech) w ilosci pigciu jednostek na
reakcjg. Sklada si¢ ona gltownie z termostabilnej polimerazy 7th i1 dodatku polimerazy o
aktywnosci korekcyjnej 3'—>5' oraz przeciwciat TthStart™, dzigki ktorym omija sig etap tzw.
“goracego startu” (ang., hot start). Mieszanina reakcyjna zawierala poza tym 40 mM Tris-
HCI, 15 mM KOAc, 0,02% Triton X-100, 1,1 mM Mg(OAc), oraz 0,2 mM kazdego z ANTP.
Koncowe stezenie starteréw wynosito 0,2 uM.

Przy amplifikacji DNA plazmidowego i w pozostalych przypadkach, o ile nie napisano
inaczej, stosowano polimeraz¢ DyNAzyme EXT (Finnzymes) w ilo$ci jednej jednostki na
reakcjg. Polimeraza EXT sktada si¢ gtéwnie z termostabilnej polimerazy 7hr i niewielkiego
dodatku polimerazy Pfu, ktora posiada aktywnos$¢ korekcyjna 3'—5'. Mieszanina reakcyjna
zawierata poza tym 50 mM Tris-HCIL, 1,5 mM MgCl,, 15 mM (NH4),SOy4, 0,1% Triton X-100
oraz 0,2 mM kazdego z ANTP. Koncowe stezenie starterow wynosito 0,2 uM.

Szczegdtowy opis programow i ewentualnych odstgpstw od standardowej procedury

zawarto w poszczeg6lnych rozdziatach wynikow (7.1.2, 7.1.3).

6.2.6 Klonowanie produktow po PCR

Powstate po PCR produkty klonowano do wektora lub bezposrednio poddawano
sekwencjonowaniu, przy uzyciu techniki sekwencjonowania wykorzystujacej znakowane
dideoksynukleotydy (6.2.10.1). Umieszczenie fragmentu DNA w wektorze miato za zadanie
przygotowa¢ konstrukt do sekwencjonowania, badz do eksperymentéw z genem
reporterowym. Przy klonowaniu konstruktow do sekwencjonowania uzywano zestawu
odczynnikow InsT/Aclone (MBI Fermentas), ktory wykorzystuje aktywno$¢ terminalnej
transferazy niektorych polimeraz DNA. Aktywnos¢ ta powoduje dodawanie dodatkowych
reszt adenylowych na koncach 3' powstatego podczas PCR produktu. Wektor pTZ57R
uzywany do klonowania, ktory wchodzi w sklad zestawu, jest przecigty i ma dodane na
koncach 5' reszty tymidylowe, co zwigksza prawdopodobienstwo potaczenia z produktem
PCR. Procedurg ligacji przeprowadzano zgodnie z instrukcja zataczona przez producenta do

zestawu. W przypadku tworzenia konstruktéw do testow z genem reporterowym klonowanie
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polegalo na wygenerowaniu przez endonukleazy restrykcyjne tzw. ,lepkich koncow”

zarOwno we fragmencie insertu jak 1 w wektorze, a nastgpnie ich ligacjg.

6.2.7 Kontrola poprawnosci klonowania

W celu zweryfikowania, czy podczas klonowania do wektora zostal wprowadzony insert
albo czy jest on prawidtowej dtugosci i w odpowiedniej orientacji stosowano dwie metody.
Metoda o-komplementacji umozliwia tylko identyfikacje insertu w wektorze, natomiast
prowadzenie mini-hodowli a nastgpnie izolacja i analiza restrykcyjna (mini-preparacja)
umozliwia zardwno sprawdzenie istnienia insertu jak i kontrol¢ jego dlugosci i poprawnosci

klonowania.

6.2.7.1 Selekcja klonow metodg a-komplementacji

Metoda a-komplementacji (Ullmann i wsp., 1967) polega na powstaniu aktywnej formy
B-galaktozydazy z E. coli z dwoch fragmentow nieaktywnych. Szczep bakterii Nova Blue
(6.1.3), uzywany do namnazania plazmidow, zawiera zmodyfikowany gen B-galaktozydazy,
ktory nie ma fragmentu sekwencji od strony 5' konca, przez co koduje niepetne (nieaktywne)
biatko (fragment akceptorowy, fragment ®). Natomiast wektor wykorzystywany do testow o.-
komplementacji (m.in. pTZ57R (6.1.4)) zawiera w obszarze MCS fragment genu, ktory
koduje poczatek biatka (fragment donorowy, fragment o). W wyniku potaczenia fragmentu
akceptorowego z donorem powstaje aktywny enzym [-galaktozydazy.

Aby przeprowadzi¢ test na plytki do hodowli z podtozem statym rozprowadzano 100 pl
2% (w/v) X-Gal w dimetyloformamidzie i 9 ul 0,5 M IPTG. Kolonie bakterii wyhodowane na
tak przygotowanych ptytkach miaty barwg biala, jezeli wprowadzony plazmid zawierat insert
lub barwe niebieska, jezeli w wektorze nie bylo insertu, a tym samym sekwencja kodujaca

fragment donorowy B-galaktozydazy nie zostata przerwana.

6.2.7.2 Selekcja klonow poprzez mini-preparacje¢

W celu wyselekcjonowaniu sposrdd kolonii transformowanych bakterii tych, ktore
zawieraja wlasciwy insert wybierano z plytki przypadkowo 5-10 kolonii bakterii i zaktadano z
nich mini-hodowle ptynne (5 ml podtoza ptynnego). Po calonocnej hodowli plazmidowe
DNA izolowano wykorzystujac technike alkalicznej lizy komoérek bakteryjnych i za pomoca
odczynnika Miniprep Express Matrix™ (QBiogene), ktory wiaze plazmidowe DNA (6.2.9.1).

Tak otrzymane DNA plazmidowe poddawano cigciu za pomoca odpowiednich endonukleaz
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restrykcyjnych. Probki po reakcji poddawano elektroforezie w zelu agarozowym z bromkiem
etydyny i na podstawie widocznych prazkow okreslano, ktore klony zawieraja fragment DNA

o wlasciwej dtugosci.

6.2.8 Izolacja i oczyszczanie DNA z zelu agarozowego

Fragmenty DNA genomowego lub plazmidowego amplifikowane poprzez PCR
rozdzielano elektroforetycznie w zelu agarozowym. Nastgpnie odpowiednie prazki wycinano
i izolowano DNA z zelu przy pomocy zestawu odczynnikow Gel-Out (A&A Biotechnology).
Metoda oczyszczania opiera si¢ na zdolnosci wigzania DNA do zt6z krzemionkowych w

wysokich stezeniach soli chaotropowych.

6.2.9 Izolacja plazmidowego DNA z komorek bakteryjnych

Izolacje plazmidowego DNA prowadzono w roznej skali i réznymi metodami w
zaleznosci od potrzeb 1 dostepnosci odczynnikow. W wigkszosci przypadkoéw izolacje
prowadzono za pomoca gotowych zestawdéw odczynnikow. Wszystkie wykorzystywane

podczas pracy metody izolacji opisano szczegdélowo w ponizszych podrozdziatach.

6.2.9.1 Izolacja plazmidowego DNA z mini-hodowli

Podczas eksperymentow selekcji klondw zawierajacych odpowiednie inserty stosowano
metod¢ izolacji plazmidowego DNA z wykorzystaniem lizy alkalicznej i odczynnika -
Miniprep Express Matrix™ (QBiogene). Procedura zostata oparta na instrukcji zataczonej do

powyzszego odczynnika.

Stosowane roztwory

Roztwor 1 Roztwor 2 Roztwor 3

50 mM glukoza (przygotowywany na $§wiezo) 3 M octan sodu pH 5,2

25 mM Tris-HCI pH 8,0 0,2 M NaOH (pH doprowadzano do 5,2 za
10 mM EDTA 1% SDS pomoca kwasu octowego)

Z ptynnej hodowli bakterii o objetosci okoto 5 ml pobierano 1,5 ml 1 odwirowywano
przez 4 minuty przy 7000 obr/min. Osad zawieszano przez pipetowanie w 100 ul roztworu 1
schtodzonego do temp. 4°C. Nastgpnie dodawano 200 pl roztworu 2 i mieszano delikatnie
przez obracanie probéwek. Inkubowano w temp.4°C przez 3 minuty i dodawano 150 ul

roztworu 3. Po ponownym delikatnym wymieszaniu roztwor wirowano przez 5 minut przy
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14 000 obr/min. Delikatnie zbierano supernatant i przenoszono go do czystej proboéwki a
nastgpnie dodawano 400 pl Miniprep Express Matrix™ (QBiogene). Roztwor doktadnie
mieszano, aby DNA plazmidowe zwiazato si¢ z matryca. Probke zwirowywano 5 —10 sekund
i odrzucano supernatant. Pozostaly osad zawieszano w 500 ul 80% etanolu i ponownie
zwirowywano a supernatant odrzucano. Po usunigciu resztek etanolu probki suszono okoto 10
minut. Wysuszony osad zawieszano w 20 ul wody mQ, zwirowywano 1 supernatant
przenoszono do czystej probowki. Osad ponownie zawieszano w 20 pl swiezej porcji wody
mQ 1 tak jak poprzednio zwirowywano a supernatant laczono z uzyskanym wczesniej. Z

preparacji uzyskuje si¢ 1 - 5 ug plazmidowego DNA.

6.2.9.2 Izolacja plazmidowego DNA do sekwencjonowania

W przypadkach, gdy plazmidowe DNA wykorzystywano tylko w celu poznania
sekwencji, izolacje prowadzono za pomoca zestawu NucleoSpin” (Macherey-Nagel). Zestaw
ten umozliwia uzyskanie do 40 pg DNA o czystoSci odpowiadajacej wymogom
sekwencjonowania. Procedurg izolacji prowadzono zgodnie z =zalaczona do zestawu
instrukcja. Podczas izolacji wykorzystuje si¢ zmodyfikowana liz¢ alkaliczna/SDS w
obecnosci rybonukleazy A w celu przygotowania warunkow, w ktorych plazmidowe DNA

zwiaze si¢ do silikonowej membrany umieszczonej w kolumienkach.

6.2.9.3 Izolacja plazmidowego DNA z hodowli

W przypadkach, gdy eksperymenty wymagaty pozyskania wigkszej ilo$ci plazmidowego
DNA (np. do transfekcji), izolacj¢ prowadzono w wigkszej skali za pomoca zestawow
NucleoBond PC 100® oraz NucleoBond PC 500° (Macherey-Nagel). Z preparacji
uzyskiwano odpowiednio okoto 200 pg oraz 500 pg plazmidowego DNA. Izolacje
prowadzono zgodnie z zalaczona do zestawu instrukcja. Podczas procedury wykorzystuje sig
zmodyfikowana lize alkaliczna/SDS w obecnosci rybonukleazy A w celu przygotowania
komorek bakteryjnych do oczyszczenia plazmidowego DNA. Zar6wno chromosomalne, jak 1
plazmidowe DNA zostaje zdenaturowane w warunkach lizy. Do powstatego lizatu dodaje sig
octanu potasu, ktoéry powoduje precypitacj¢ chromosomalnego DNA bialek i1 innych
sktadnikow komorki oraz neutralizacj¢ roztworu, nie powodujac przy tym wytracania
plazmidowego DNA. Po oddzieleniu precypitatu pozostaty roztwor naktada si¢ na kolumng,
ktoéra wypelniona jest zywica (anionit). Umozliwia to zwigzanie ujemnie natadowanych reszt
fosforanowych szkieletu DNA do dodatnio natadowanych grup funkcyjnych na kuleczkach
krzemionkowych, ktore wchodza w sktad zywicy. Z kolumny DNA jest wymywane buforem
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o podwyzszonym pH i obnizonej zawarto$ci soli a nastgpnie wytracane izopropanolem. Osad

DNA przeptukuje si¢ etanolem, suszy a nastgpnie zawiesza w buforze TE.

6.2.10 Sekwencjonowanie DNA

W celu poznania sekwencji DNA postugiwano si¢ dwoma procedurami, ktdre opieraja si¢
na metodzie dideoksy (Sanger i wsp., 1977). W jednej z nich wykorzystuje si¢ znakowane
fluorescencyjnie barwnikiem Cy5 startery a w drugiej znakowane, rowniez Cy5
dideoksynukleotydy. Cykliczne sekwencjonowanie, z wykorzystaniem znakowanych
starterow, stosowano do fragmentéw genomowego DNA wklonowanych wczeéniej do
wektora (pTZ57R). Sekwencjonowanie z wykorzystaniem znakowanych
dideoksynukleotydow stosowano bezposrednio do produktow po PCR, wylacznie w celu
poznania sekwencji DNA genomowego. Szczegdly postgpowania oraz uzywane zestawy
odczynnikow sa opisane w ponizszych dwoéch podrozdziatach. W obydwu przypadkach
elektroforeze przeprowadzano w aparacie AlfExpress™ a wyniki analizowano przy pomocy

programu AlfWin Software 2.0 (Amersham Bioscience).

6.2.10.1 Sekwencjonowanie DNA z wykorzystaniem znakowanych

starterow
Przy sekwencjonowaniu DNA ta metoda korzystano z zestawu odczynnikow
CycleReader™ Auto DNA Sequencing Kit (MBI Fermentas). Startery Universal i Reversed,
znakowane Cy5 (6.1.6.5) uzywano w ilo$ci 2 pmol na reakcj¢. Matryca do sekwencjonowania
bylo DNA plazmidowe w ilosci od 400 do 800 ng przygotowane przy uzyciu zestawow
Nucleospin® (Macherey-Nagel) (6.2.9.2) lub NucleoBond PC100/PC500® (Macherey-Nage)
(6.2.9.3).

6.2.10.2 Sekwencjonowanie DNA z wykorzystaniem znakowanych

dideoksynukleotydow
Przy sekwencjonowaniu DNA metoda ze znakowanymi dideoksynukleotydami
korzystano z zestawu odczynnikow Thermo Sequenase™ Cy5 Dye Terminator Sequencing
Kit (Amersham Bioscience). Jako starterow uzywano oligonukleotyddéw, za pomoca ktorych
wczesniej amplifikowano dany fragment genomowego DNA metoda PCR. Do pojedynczej
reakcji brano 4 pmol startera. Matryc¢ do sekwencjonowania stanowit, amplifikowany w
PCR, fragment DNA genomowego, ktory rozdzielano w zelu agarozowym, wycinano a

nastepnie oczyszczano. [lo$¢ uzywanego DNA szacowano na postawie wyniku elektroforezy.
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W tym celu widoczne na zdjeciu zelu elektroforetycznego prazki analizowano za pomoca
programu AIDA. Umozliwia on obliczenie ilosci DNA poprzez poréwnanie intensywnosci
zabarwienia badanego prazka z prazkami markera, dla ktorych masy DNA sa znane. Wielko$¢
ta wahatla si¢ w granicach od 100 do 400 ng DNA na reakcj¢. Wyniki sekwencjonowania
analizowano stosujac dodatkowa nakladke na program AlfWin Software 2.0 (Amersham

Bioscience), ktora umozliwia prawidlowy odczyt wynikow elektroforezy.

6.2.11 Amplifikacja sekwencji promotora metoda Genome Walking
Metoda Genome Walking oparta jest o reakcje PCR a polega na poznawaniu sekwencji
niekodujacych krok po kroku, przesuwajac si¢ w kierunku 5' genu. W eksperymentach

wykorzystywano zestaw Universal Genome Walker Kit (Clontech). Najpierw skonstruowano

DNA Genomowe
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restrykcyjnymi

T
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Rys. 10 Schemat procedury amplifikacji fragmentéw promotora. Najpierw utworzono
cztery biblioteki DNA genomowego, a nastepnie wykorzystywano je jako matryce do PCR.
Na schemacie oznaczono startery specyficzne do sekwencji genu jako GSP 1 oraz GSP 2,
natomiast startery skierowane do adaptora to AP1 oraz AP 2.
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cztery biblioteki genomowego DNA poprzez trawienie odpowiednim enzymem
restrykcyjnym z zestawu (Dral, EcoRV, Pvull i Stul) (Rys. 10). Enzymy te pozostawiaja tzw.
»tepe” konce, do ktorych w kolejnym etapie doswiadczenia liguje si¢ fragmenty DNA
adaptorowego (dostarczone z zestawem). W ten sposdb przygotowane pule genomowego
DNA stanowily matryce do pierwszego PCR. Do amplifikacji wykorzystano specyficzny do
sekwencji genu starter wsteczny (GSP1), ktory byt skierowany do znanego fragmentu cDNA
oraz starter przedni, ktory byl komplementarny do dotaczonej sekwencji adaptorowej (AP1,
dostarczony z zestawem). Mieszaning po pierwszym PCR rozcienczono 1:50 i uzyto jako
matrycy w drugim PCR (zagniezdzonym) ze starterami GSP2 i AP2. Uzyskane produkty
amplifikacji analizowano na zelu agarozowym. Wybrane prazki wycigto i izolowano z nich
DNA a nastgpnie ligowano do wektora pTZ57R. Plazmidowe DNA namnozono w bakteriach
a nastgpnie oczyszczono i poddano sekwencjonowaniu. Po poznaniu nowego fragmentu
sekwencji w kierunku 5' genu projektowano kolejna parg wstecznych starteréw specyficznych

1 procedurg amplifikacji rozpoczynano od poczatku.

6.2.12 Identyfikacja miejsca startu transkrypcji

W celu okre$lenia pierwszego nukleotydu, ktory poddawany jest transkrypcji w
sekwencji genomowej, postuzono si¢ metoda S'RACE (ang., Rapid Amplification of cDNA
Ends). Reakcje przeprowadzano wykorzystujac jako matrycg catkowite RNA wyizolowane z
ciata tluszczowego larw oraz zestaw odczynnikéw 5'RACE Kit (Roche) i 2 specyficzne
startery komplementarne do sekwencji cDNA jhbp. Na pierwszym etapie do$§wiadczenia
przeprowadzono syntezg nici cDNA na matrycy RNA. W tym celu wzigto okoto 1,6 pg
catkowitego RNA, starter komplementarny do pierwszego eksonu - WRA 294 (6.1.6.2) oraz
odwrotna transkryptaze¢ AMV i dodatkowe odczynniki zawarte w zestawie. Nast¢pnie do
pierwszej nici cDNA dolaczono dodatkowe dideoksynukleotydy adenylowe za pomoca
terminalnej transferazy. Druga ni¢ cDNA syntezowano przez PCR uzywajac jako matrycy
pierwszej nici cDNA, drugiego specyficznego startera — WRA 296 (4.1.6.2) oraz startera
oligo-dT, ktoéry jest komplementarny do dodanego “ogona poliA”. Warunki reakcji byly
nastepujace: 7 cykli 25 s w 94°C, 30 s w 51°C, 40 s w 67°C, nastgpnie 31 cykli 25 s w 94°C,
60 s w 69°C 1 koncowa elongacja przez 5 minut w 69°C. Produkt po PCR zostat wklonowany

do wektora pTZ57R/T (MBI Fermentas) i poddany sekwencjonowaniu.
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6.2.13 Testy z genem reporterowym
Wszystkie czynno$ci zwigzane z hodowla, transfekcja i odczytem wynikow testow in
vivo przeprowadzono we wspdlpracy z dr Marcinem Schmidtem z Akademi Rolniczej w

Poznaniu.

6.2.13.1 Hodowla komorek linii HighFive

Hodowle prowadzono w plastikowych butelkach lub na 12-dotkowych ptytkach

(Corning) w inkubatorze w temperaturze 27°C. Sktad pozywki do hodowli byt nastgpujacy:

TMN-FH Insect Medium (Sigma)

2mM glutamina (Sigma)

10% surowica cieleca (Invitrogen)

50 pg/ml gentamycyna (Sigma)

0,035% (w/v) Na,CO,
W zaleznosci od potrzeb eksperymentu, hodowano i pasazowano komorki az do uzyskania
odpowiedniej ich liczebnosci. Hodowle te prowadzono w 50 ml butelkach. Aby przygotowac
komorki do transfekeji, zawiesing hodowlana rozkladano na plytki 12-dotkowe, dajac po
2:10° komorek na dotek. Transfekcje przeprowadzano po 24 godzinach inkubacji ptytek w

temp. 27°C. Przy transfekcji uzywano pozywki bez surowicy i antybiotyku.

6.2.13.2 Transfekcja komorek i odczyt aktywnosci lucyferazy

Transfekcji typu przejsciowego dokonywano przy uzyciu odczynnika Tfx™-20
(Promega), zalecanego przez producenta do komorek owadzich. Odczynnik ten tworzy
struktury liposomowe, dzigki ktérym DNA plazmidowe jest przenoszone do komorki. Do
reakcji transfekcji dodawano mieszaniny plazmidéw, badanego oraz kontrolnego - pRL-PH,
w stosunku molowym 10:1 i odczynnika Tfx™-20 w ilosci 3ul na 1pg DNA. Na kazdy dotek
przypadato 2 pg DNA plazmidowego. Transfekcje¢ prowadzono przez godzing inkubujac
komoérki w temp. 27°C na pozywce bez surowicy i antybiotyku. Po transfekcji dodawano
pozywki zawierajacej surowicg oraz antybiotyk i prowadzono hodowle przez 48 godzin w
temp. 27°C. Po tym czasie komoérki zbierano z plytek, poddawano lizie 1 badano aktywnos¢
lucyferazy przy uzyciu zestawu Dual-Luciferase Reporter Assay System (Promega).
Luminescencj¢ odczytywano na aparacie LUMAC Biocounter M1500. Przy obliczeniach,
aktywno$¢ lucyferazy firelfly (konstrukty w wektorze pGL3) normalizowano w odniesieniu

do aktywnosci lucyferazy Renilla (wektor pRL-PH) w kazdej studzience.
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6.3 Programy komputerowe i bazy danych

Pierwsza analiza sekwencji genu jhbp pod katem poszukiwania sekwencji
regulatorowych przeprowadzona zostata za pomoca programoéw PatSearch i Matlnspector
(www.gene-regulation.com). Pozniejsze analizy zostaly wykonane przy wykorzystaniu
narzedzi Patch™ 1 Match™, ktore sa ulepszonymi odpowiednikami wymienionych powyzej
programow. Obecnie wykorzystuja one jako zrodlo danych o elementach regulatorowych
bazg TRANSFAC 6.0. Przy wyszukiwaniu potencjalnych elementow regulatorowych w
sekwencji promotora oraz w innych obszarach niekodujacych postugiwano si¢ glownie
algorytmem minimalizacji falszywych pozytywow. Korzystano rowniez z mozliwosci
indywidualnego ustawienia poziomu podobienstwa matrycy i1 rdzenia do zadanej sekwencji.
W tych wypadkach ustawiano prawdopodobienstwo na poziomie od 0,7 do 0,95.
Wyszukiwania ograniczone byty tylko do matryc owadzich.

Poszukiwanie sekwencji podobnych do poznanego genu przeprowadzano posrod
sekwencji zdeponowanych w bazie danych GenBank. W tym celu postugiwano si¢ ustuga
BLAST umozliwiajaca poréwnywanie ze soba sekwencji nukleotydowych (blastn) stosujac
nastgpujace parametry: database - nr (ang., non-redundant); expect - 10; word size - 7
(Altschul i wsp., 1990; Altschul i Lipman, 1990; Altschul i wsp., 1997).

Analizg czgstosci wystgpowania par GC 1 AT oraz pirymidyn i puryn w sekwencji

wykonano za pomoca programu Excel (Microsoft).
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7 Wyniki

Biatko wiazace hormon juwenilny, jak to przedstawiono we wstepie, stanowi istotny
element regulacji rozwoju owaddéw ze wzgledu na swojaq ochronng (Touhara i Prestwich,
1993) 1 transportowa rol¢ (Cymborowski, 1984) speilniang wzglgdem jednego z dwoch,
niskoczasteczkowych owadzich hormonéw. W momencie, gdy rozpoczynano przedstawiony
w niniejszej rozprawie projekt badawczy, nie znano zadnej pelnej sekwencji genu biatka
wiazacego JH. Niedostgpna byla rowniez sekwencja promotorowa, ktora ma znaczacy wptyw
na czasowo 1 tkankowo specyficzng regulacje transkrypcji genu. Poza tym obszar promotora,
szczegolnie rdzeniowego jest miejscem, do ktorego przylacza sie¢ caty skomplikowany aparat
transkrypcyjny, gdzie nastgpuje inicjacja transkrypcji, ktdra stanowi pierwszy etap procesu
prowadzacego do syntezy biatka. Mimo wiedzy na temat wahania stgzenia JHBP w
hemolimfie u owadoéw, nadal nie wiadomo byto, w jaki sposob regulowana jest synteza JHBP
oraz jakie czynniki regulatorowe moga mie¢ wplyw na zmiany stgzenia tego biatka w
hemolimfie. Pierwszym krokiem do rozwiazania tej zagadki jest poznanie sekwencji
promotorowej genu jhbp, czego podjeto si¢ podczas realizacji niniejszego projektu
badawczego. Poza tym podjeto probe analizy sekwencji promotorowej w celu
zidentyfikowania potencjalnych miejsc mogacych mie¢ wptyw na regulacj¢ transkrypcji.
Jeden ze wskazanych potencjalnych elementéw regulatorowych - CF1/Usp poddano
szczegblowym badaniom, ze wzgledu na to, ze z doniesien literaturowych wiadomo byto o
mozliwo$ci wigzania do tej sekwencji biatka Usp (Christianson i wsp, 1992). O biatku Usp
natomiast wiadomo, ze moze wigza¢ JH a takze wraz z EcR tworzy funkcjonalny receptor
ekdysteroidowy, ktory przekazuje sygnat pochodzacy od drugiego hormonu owadziego, 20E
(Kozlova i Thummel, 2000; Yao i wsp., 1993). Przygotowano takze konstrukty zawierajace
fragmenty promotora, ktore postuzyly do badan aktywnosci transkrypcjnej promotora w
tescie z genem reporterowym w systemie in vivo, co umozliwi dalsze poznanie promotora i
jego miejsc regulatorowych. Ponadto, przy wspotpracy z mgr inz. Kamilg Czajewska, podj¢to
probe poznania sekwencj¢ catego genu oraz jego struktury, czyli rozmieszczenia elementow

kodujacych (eksony) i niekodujacych biatko (introny, promotor, elementy nietranslatowane
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(UTR, ang., untranslated region)). Dalsza analiza sekwencji calego genu pozwolita rzucié

swiatto na prawdopodobne pochodzenie i ewolucje genu biatka wiazacego JH.

7.1 Poznanie sekwencji i struktury genu jhbp z G. mellonella
Po sekwencjonowaniu ¢cDNA jhbp (Rodriguez Parkitna i wsp., 2002) kolejnym,
naturalnym krokiem w odkrywaniu tajemnic tego genu byta proba poznania sekwencji

niekodujacych.

7.1.1 Proby znalezienia sekwencji promotora jhbp oraz poznania iloSci
kopii genu w genomie
Pierwsza technikq zastosowang w celu poznania promotora genu lub sekwencji niekodujacych
byt Southern Blotting (Sambrook i Russell, 2001). Wstepnym krokiem do zastosowania tej
techniki jest izolacja wysokiej jakosci DNA genomowego, ktérego przecigtna diugosé
fragmentéw powinna wynosi¢ nie mniej niz 100 000 pz. Izolacj¢ wykonano wedlug przepisu
zawartego w podrozdziale 6.2.2 a jego jakos$¢ sprawdzono elektroforetycznie. Otrzymane
DNA byto niezdegradowane i miato wymagana dlugos¢. W celu uzyskania krotszych
fragmentow w granicach 3000 - 6000 pz poddano wyizolowany material genetyczny
trawieniu enzymatycznemu. Wedlug danych statystycznych, enzymami, ktére tng DNA
genomowe D. melanogaster w oczekiwanych przedziatach dtugosci sa migdzy innymi EcoRI
- ciecie statystycznie co okoto 4000 pz i HindIIl - cigcie co okoto 3000 pz (www.neb.com).
Poniewaz D. melanogaster jest najblizej spokrewnionym z G. mellonella organizmem, dla
ktérego poznana zostala sekwencja genomu wigc zatozono, ze w tym przypadku
czestotliwos¢ cigcia DNA bedzie podobna. Dlatego trawiono DNA wyzej wymienionymi
enzymami. Poniewaz trawienie nie zachodzito do konca, powstala pula fragmentow o
zrdznicowanych dtugosciach widoczna na zdjgciu jako ciagnaca si¢ smuga (Rys. 11, slad 1, 2,
3). Cigcie HindIll zgodnie z danymi statystycznymi dato pule¢ fragmentéw dluzszych niz
cigcie EcoRlI, co widoczne jest na Rys. 9 w §ladzie 2 w postaci mocniejszego zaczernienia w
obszarze dhuzszych fragmentow. Elektroforeze genomowego DNA trawionego wyzej
wymienionymi enzymami prowadzono w trzech powtorzeniach, ale na jednym kawatku zelu.
Pozwolito to unikna¢ bledow zwiazanych ze zmiang warunkow elektroforezy, ktore mogtyby
sie pojawi¢ gdyby prowadzono trzy niezalezne rozdzialy elektroforetyczne. Zel nastepnie
podzielono na trzy czgsci, zawierajace identyczne slady. Pierwsza czg$¢ zelu zostala zuzyta w
celu przeniesienia DNA na bton¢ nylonowa, druga postuzyla jako zrodio materiatu

genetycznego do klonowania, a trzecia stanowila rezerw¢ w przypadku niepowodzenia
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Obraz po elektroforezie w Zelu agarozowym DNA genomowego
trawionego enzymami restrykcyjnymi (zel rozcieto na 3 identyczne kawatki)
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Rys. 11 Strategia poszukiwania sekwencji niekodujacych metoda Southern
Blotting. Zdjecie na gorze przedstawia obraz DNA genomowego po elektroforezie w
0,6% zelu agarozowym. Slad 1 - DNA trawione enzymem EcoRl, $lad 2 - DNA trawione
Hindlll, slad 3 - DNA trawione EcoRl i Hindlll, slad M - marker GeneRuler 1 kbp DNA
Ladder (Fermentas). Cze$¢ zelu | wykorzystano do przeniesienia DNA genomowego na
btone nylonowa. Btone nastepnie hybrydyzowano ze znakowang izotopem P sondg
powstatg na matrycy DNA genomowego w reakcji PCR ze starterami JR18 i JR21.
Czesc¢ zelu Il wykorzystano w celu wyciecia ze Sladu 1 fragmentu zawierajgcego DNA o
dtugosci ~6000 pz. Strzatkami oznaczono widoczne po hybrydyzacji specyficzne prazki,
w $ladzie 1 o dlugosci ~6000 pz oraz w $ladzie 2 o dtugoséci ~ 3800 pz oraz w Sladzie 3 o
dtugosci ~2000 pz.
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ktoregokolwiek z eksperymentow (Rys. 11). W doswiadczeniu jako sondy do hybrydyzacji
uzywano dsDNA znakowanego izotopem >’P, ktory powstal poprzez amplifikcje DNA
genomowego w PCR za pomoca dwdch starterow JR18 1 JR21. Startery te obejmuja fragment
293 pz od strony 3' sekwencji kodujacej wraz z kodonem stop. Poniewaz w reakcji jako
matrycy uzyto DNA genomowego otrzymano fragment znacznie dtuzszy niz oczekiwano, bo
okoto 1200 pz. Swiadczylo to o tym, ze w badanym obszarze prawdopodobnie znajduja sie
sekwencje niekodujace - introny. Nie wiadomo bylo jednak ile ich jest i jakiej sa dlugosci, a
uzywana wtedy metoda sekwencjonowania nie pozwalata na poznanie catej sekwencji tego
odcinka. Po amplifikacji powyzszy fragment DNA zaznakowano izotopem 1 wykorzystano w
dalszej czesci eksperymentu do hybrydyzacji.

Po przeniesieniu DNA z zelu agarozowego na bton¢ nylonowa poprzez transfer kapilarny
ustalano warunki hybrydyzacji, aby uzyskaé specyficzne prazki. Po kilku probach, w ktérych
zmieniano temperatury inkubacji i ptukania oraz st¢zenia buforéw ostatecznie ustalono, ze
najwyzsza specyficznos¢ uzyskuje si¢ w nastgpujacych warunkach: (1) prehybrydyzacja -
temp. 65,5°C, bufor 1xSSC z 2% SDS, czas 2 godziny; (2) hybrydyzacja - temp. 65,5°C,
bufor 1xSSC z 2% SDS, czas 20godzin; (3) ptukanie (x4) - pierwsze w temp. pokojowej,
pozostate w temp. 65,5°C, bufor 0,5xSSC z 0,1% SDS, czas 2-3 minuty. Po inkubacji ze
znakowanga sondq 1 ptukaniach blon¢ poddano wizualizacji w aparacie Fuji Film FLA-3000
Fluorescent Image Analyzer (Raytest Isotopenmefgerdte GmbH, Germany), po uprzedniej
ekspozycji na ptyte odwzorowujaca (Imaging Plates BAS-MS 2325 i/lub 2340, Fuji Photo
Film, Japan). W puli DNA trawionego HindlIIl stwierdzono obecnos¢ wyraznego prazeka o
dhugosci okoto 6000 pz (Rys. 11, slad 1), natomiast w puli cigtej EcoRI jest prazek o dtugosci
okoto 3800 pz. W przypadku trawienia obydwoma enzymami jest widoczny bardzo staby
prazek o dlugosci okoto 2000 pz. Istnienie pojedynczych prazkow w poszczeg6lnych sladach
$wiadczy o tym, ze w genomie G. mellonella znajduje si¢ tylko jedna kopia sekwencji jhbp.

Poniewaz prazek o dhugosci 6000 pz najprawdopodobniej zawieral najwigcej sekwencji
niekodujacych 1 w jego przypadku byla najwigksza szansa na to, ze obejmie obszar
promotorowy, dlatego podj¢to probe jego analizy. DNA pochodzace z obszaru, w ktorym jest
widoczny prazek pozyskano z zelu I wycinajac ze $ladu 1 jego kawalek obejmujacy dtugosé
w przyblizeniu 6000 pz. DNA wyizolowano z zelu i podano ligacji do wektora pTZ57R. Tak
powstaly konstrukt namnozono w bakteriach i1 oczyszczono. Na uzyskanym DNA
plazmidowym przeprowadzono kontrolny PCR przy uzyciu tych samych, co do amplifikacji
sondy starterow (JR18 i JR21), aby sprawdzi¢ czy wklonowano wtasciwy fragment (Rys.12,
slad 1). Obraz po elektroforezie sugerowal, ze konstrukt zawiera DNA z jhbp. Probowano

wiec przy uzyciu starterow specyficznych do sekwencji kodujacej (np. JR18, JR17) oraz
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Rys. 12 Amplifikacja fragmentu DNA genomowego jhbp(?) wklonowanego do
wektora pTZ57R. Zdjecie przedstawia obraz po elektroforezie fragmentéw genu jhbp
amplifikowanych przy uzyciu starteréw JR18 oraz JR21. Widoczne prazki w $Sladzie 1 i 2
majg dtugos¢ okoto 1200 pz. W $ladzie 1 matrycg w reakcji PCR byt konstrukt w wektorze
pTZ57R powstaty przez wklonowanie fragmentu o dlugosci okoto 6000 pz widocznego
przez hybrydyzacje z sondg w southern blotting’'u. W $ladzie 2 matrycg dla PCR byto DNA
genomowe. Slad M stanowi marker GeneRuler 1 kbp DNA Ladder (Fermentas).

starterOw skierowanych do wektora (WRA 202, WRA 203) amplifikowa¢ nieznany fragment
DNA jhbp, ktory moznaby nastgpnie podda¢ sekwencjonowaniu. W PCR uzyskiwano wiele
niespecyficznych produktow (artefaktow), o dlugosci niezgodnej z oczekiwanag lub nie
otrzymywano zadnych produktow. Mimo wielokrotnych prob dopracowania warunkéw
reakcji amplifikacji nie udato si¢ osiagnaé zdefiniowanego produktu jak to miato miejsce dla
reakcji kontrolnej z 2 specyficznymi starterami JR 18 1 JR 21 (Rys. 12, slad 1). Niestety nie
udato si¢ uzyska¢ zadnego specyficznego produktu. Przyczyny powyzszych problemow

zostaly omowione w dyskusjii, w rozdziale 8.1.1, pt.”Wybor strategii sekwencjonowania”.

7.1.2 Spacer po genie, czyli poznanie sekwencji promotorowej

Po wielu Zzmudnych eksperymentach southern blotting oraz nastgpujacych po nim
niepowodzeniach z uzyskaniem fragmentdéw jhbp, ktore zawieratyby elementy niekodujace
genu, sprobowano zastosowac inng metode, ktorej nazwe zdradzil juz tytul tego rozdziatu -
spacer po genie (ang., Genome Walking) (patrz rozdzial 6.2.11). Do doswiadczen uzywano
zestawu Universal Genome Walker Kit (Clontech).

Punktem wyjscia w kierunku poznania sekwencji promotora byto zaprojektowanie dwoch
specyficznych starterow wstecznych (Rys. 13A) potozonych blisko 5' konca znanej sekwencji
cDNA (Rodriguez Parkitna i wsp., 2002). Starter zewngtrzny byt potozony 106 - 82 pz (WRA
292) od miejsca startu transkrypcji (jeszcze wtedy nieznanego) a starter wewngetrzny 36 - 12
pz (WRA 300). Do pierwszego PCR uzyto biblioteki powstalej przez trawienie DNA
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genomowego enzymem Dral. Jako pozytywnej kontroli dla eksperymentu uzyto ludzkiego
DNA genomowego, ktore rowniez bylo trawione Dral, oraz zaprojektowanych do niego
starterow (dostarczone w zestawie). Reakcje prowadzono w nastgpujacych warunkach: 7
cykli 25 s w 94°C, 180 s w 68°C, nastepnie 32 cykle 25 s w 94°C, 180 s w 63°C 1 koncowa
elongacja przez 7 minut w 63°C. Po rozdziale elektroforetycznym mieszanin reakcyjnych
zauwazono, ze powstalo kilka wyraznych prazkéw zaréwno w reakcji wilasciwej jak 1 w
kontroli (Rys. 13, §lad 1 12 - kontrola, $lad 3 i 4 - jhbp). Poniewaz obraz kontroli pozytywne;j

(Rys. 13 $lad 1 i 2) jest bardzo zblizony do obrazu zamieszczonego w instrukcji, wiec

fragment
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Rys. 13 Amplifikacja fragmentéw promotora jhbp z G. mellonella. Panel A
przedstawia schemat amplifikacji biblioteki genomowego DNA za pomocg starteréw
specyficznych (WRA 292 i WRA 300) oraz skierowanych do adaptora (AP 1 i AP 2).
Wynik m.in. tego eksperymentu przedstawiono na panelu B. Slad 1 - DNA ludzkie po
zagniezdzonym PCR, $lad 2 - DNA ludzkie po pierwszym PCR, $Slad 3 - DNA G.
mellonella po zagniezdzonym PCR, slad 4 - DNA G. mellonella po pierwszym PCR.
Biatymi elipsami zaznaczono prazki, z ktérych DNA poddano sekwencjonowaniu.

zatozono, ze cala procedura przygotowania DNA oraz jego amplifikacji przebiegla
prawidtowo. Dodatkowo widaé, ze po zagniezdzonym PCR ilo$¢ prazkéw maleje i staja si¢
one wyrazniejsze Sposréd prazkéw widocznych zaré6wno po pierwszym jak 1 po
zagniezdzonym PCR do sekwencjonowania wybrano te, ktore sa bardzo intensywne (Rys. 13,

sSlad 3, prazek ~240 pz) lub powtarzaja si¢ w obu reakcjach z niewielkim przesunigciem
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dtugosci wynikajacym z innego polozenia starterow zagniezdzonych (Rys. 13, §lad 3 1 4
prazki ~1500 pz oraz ~8000 pz). Sekwencjonowanie potwierdzito, ze powyzsze fragmenty
zawieraja DNA pochodzace z jhbp z G. mellonella a analiza i porownania dalszej sekwencji
pozwolily takze sadzi¢, iz zawiera ona region promotorowy (Rys. 14). Wszystkie konstrukty,
zaroOwno najkrotszy (Rys. 14, A98-1F) jak 1 dwa dtuzsze (Rys. 14 A97-1R 1 A95-1R), maja po
stronie 3' obszar obejmujacy znane cDNA jhbp, natomiast po stronie 5', nieznang dotychczas
sekwencjg, ktora od tego momentu nazwano promotorem. Na podstawie nowej sekwencji
zaprojektowano kolejna parg starterow (AS 1 i AS 2), aby odczyta¢ dalszy fragment
promotora w kierunku konca 5' (Rys. 14). Procedurg¢ kroczenia po sekwencji w stron¢ konca
5' powtarzano az do poznania okoto 2000 pz promotora. Ostatni nukleotyd, ktory jest pewny,
znajduje si¢ w pozycji -1955. Pozostala sekwencja wymagataby dodatkowej weryfikacji 1

prawdopodobnie zaprojektowania kolejnej pary starteréw.
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A97-1R ATGTACRAGGDWAACTACY CCCICTAGATTTTICTGTCCATGCCTGTCTCWIATICCWARAGWATTTTARGAAATGARKBICTTAGCATTGATTTGTATTATACAGACTGAARATGGTCACTGATAAYICTTTTGCMCCCTE 145
' 67
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Sekwencja cDNA jhbp

Rys. 14 Poréwnanie i analiza fragmentéw sekwencji genu jhbp. Zestawienie sekwencji konstruktow wykonano za pomocg programu
ClustalX. Fragment A98-1F to DNA pochodzgce z prazka o dtugosci ~240pz, A97-1R od prazka o dtugosci ~1500 pz i A95-1R od prazka
o diugosci ~8000 pz. Od strony 3’ fioletowg kreskg zakonczong strzatkami zaznaczono obszar, ktéry pokrywa sie ze znang sekwencjg
cDNA oraz wskazano pierwszy kodon - Met. Fioletowe strzatki opisane jako AS 1 i AS 2 wskazujg miejsca parowania nowych starteréw
zaprojektowanych na podstawie poznanej sekwenc;ji.
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7.1.3 Sekwencja i polozenie intronow

Punktem wyjsciowym dla projektu poszukiwania intronow w genie jhbp z G. mellonella
byla opublikowana przez Orth i wsp. sekwencja genu jhbp z M. sexta (Orth i wsp., 2003).
Zalozono, ze introny w genie z G. mellonella beda umiejscowione podobnie jak w genie z M.
sexta. Zatozenie takie poczyniono, poniewaz obydwa owady sa blisko spokrewnione
ewolucyjnie i1 naleza do tego samego rz¢du — Lepidoptera (motyle), wigc przypuszczano, ze
struktura i ogo6lna organizacja tych dwdch gendéw bedzie zblizona. Pierwsza pula starterow,
ktora postuzyta do identyfikacji polozenia intronéw w sekwencji genu (4.1.6.2) zostala
zaprojektowana na podstawie cDNA jhbp z G. mellonella w ten sposob aby ich poczatki
znajdowatly si¢ w odlegtosci kilku nukleotydéw od przewidywanych miejsc intronowych

(Rys 15). Przy wykorzystaniu czterech par tych starterow (JR 16 i WRA 296; WRA 293 1 AS

) ) ) ) obszar kodujacy jhbp (226 pz)
intron A intron B intron C intron D wraz z miejscami intronowymi

E1 \/ E2 M. sexta

/- \/

zatozenie poidobier’\stwa W organizacji
genow jhbp z M. sexta i G. mellonella

v

! ; : ; sekwencja kodujaca jhbp
IR 18 \WRA 296 WRAZ33: ass  ASJB asg JR18: As10  G. mellonella (225 pz)

PCR na genomowym DNA i sekwencjonowanie

v

identyfikacja miejsc potozenia intronow

Rys. 15 Schemat identyfikacji miejsc potozenia intronéw. RéOzZzowe prostokaty
symbolizujg eksony, natomiast zielone krzywe to introny. Skréty E1, E2 opisujg kolejno
ekson 1 i ekson 2. Na rysunku przedstawiono strategie identyfikacji miejsc potozenia
introndw w sekwencji genu jhbp z G. mellonella opartej o zatozenie podobieAstwa w
budowie do genu z M. sexta.

5; AS 161 AS 8; JR 18 i AS 10) przeprowadzono PCR na DNA genomowym jako matrycy
(Rys. 15). Warunki reakcji byty nastgpujace: 7 cykli 94°C przez 25 s 1 68°C przez 180 s; 32
cykle 94°C przez 25 s 1 63°C przez 180 s 1 nastgpnie 63°C przez 7 minut. Amplifikowane
fragmenty poddano naste¢pnie elektroforezie w 0,8% zelu agarozowym w celu identyfikacji
wystgpowania introndw 1 oszacowania ich dlugosci (Rys. 16). Po wizualizacji zelu
agarozowego zaobserwowano istnienie pojedynczych prazkow o przyblizonych dtugosciach

5500 pz, 1500 pz oraz 1000 pz w S$ladach gdzie znajdowaly si¢ fragmenty zawierajace
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Rys. 16 Amplifikacja i identyfikacja istnienia intronéw w genie jhbp. Negatyw zdjecia
0,8% zelu agarozowego z bromkiem etydyny, na ktérym rozdzielono elektroforetycznie
fragmenty DNA genu jhbp zawierajgce introny. Fragmenty zostaly zamplifikowane
technikg PCR na DNA genomowym jako matrycy przy uzyciu czterech par starterow
(6.1.6.1): JR 16 i WRA 296 ($lad 1); WRA 293 i AS 5 ($lad 2); AS 16 i AS 8 (slad 3); JR
18 i AS 10 (lad 4). Slad 1, intron A, szacowana dtugo$é okoto 5500 pz; $lad 2, intron B,
szacowana dtugos¢ okoto 3000 pz; slad 3, intron C, szacowana dtugo$¢ okoto 1500 pz;
$lad 4, intron D, szacowana dtugo$¢ okoto 1000 pz, slad M, marker GeneRuler 1 kbp
DNA Ladder (Fermentas).

odpowiednio, intron A, C oraz D (Rys.16 $lad 1, 3, 4). Natomiast w §ladzie gdzie znajdowat
si¢ fragment amplifikowany starterami WRA 293 1 AS 5 (intron B) pojawity si¢ az dwa
prazki o dlugosciach okoto 3000 pz 1 350 pz (Rys.16 $lad 2). Uzyskane fragmenty poddano
sekwencjonowaniu. W wyniku sekwencjonowania zidentyfikowano doktadnie miejsca
potozenia wszystkich intronéw oraz poznano krotkie odcinki ich sekwencji na koncu 5'1 3.
Kazdy z nich rozpoczyna si¢ sekwencja GTA na koncu 5' i konczy sekwencja AG na koncu
3'. Pokazano takze, ze fragment (350 pz) w sladzie 2 na Rys.16 nie zawiera zadnej sekwencji
wtraconej. Przy pomocy innych par starteréw sprawdzono, ze w pozostalych obszarach
cDNA introny nie wystgpuja. Z powyzszych doswiadczen wynika, ze w genie jhbp znajduja
si¢ cztery introny (Rys. 151 16).

Porownanie sekwencji genomowej jhbp ze znana wczesniej sekwencja cDNA JHBP
(Rodriguez Parkitna, 2001) pokazato istnienie pigciu fragmentow eksonowych o
nastgpujacych dlugosciach 106, 241, 125, 153 i 381 pz. Ekson pierwszy zawiera 55
nukleotydéw kodujacych poczatek biatka JHBP oraz 51 nukleotydow, ktore nie sa kodujace
(5" UTR). Najdtuzszy, ostatni ekson zawiera natomiast 163 nukleotydy kodujace koniec C
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biatka oraz 218 nukleotydow siggajacych az do poczatku ogona poli A, ktére nie sq kodujace
(3' UTR). Po doktadnym poznaniu potozenia introndw oraz eksonow przystapiono do
rozszyfrowania catosci sekwencji introndw (Rys.17). Czgs¢ eksperymentow amplifikacji i
sekwencjonowania introndw wykonywano wspolnie z mgr inz. Kamila Czajewska.
Poczatkowe doswiadczenia, w ktérych wskazano miejsca sekwencji intronowych, jak juz

wczesniej wspomniano, pozwolity na poznanie fragmentéw tych sekwencji zar6wno od

KC 2 WRA 296

PCR na genomowym DNA i sekwencjonowanie <——

projektowanie nowej pary starteréw

JR 16 KG1 AS]7 AS18  KC?2 WRA 296

Rys. 17 Strategia amplifikacji i poznania kompletnej sekwencji intronéw. Czerwone
prostokaty przdstawiajg eksony, natomiast zielone - introny. Zielona krzywa symbolizuje
obszar nieznanej sekwencji. Na rysunku przedstawionow, na przyktadzie najdtuzszego
intronu A, w jaki sposéb amplifikowano kolejne fragmenty sekwencji intronowych az do
poznania catosci intronu.

strony konca 5'jak i 3'. W ten sposob odkryto po okoto 300 pz z kazdego konca intronu (Rys.
17, schemat gorny). Nastgpnym etapem bylo zaprojektowanie par starteréw do nowo
poznanych sekwencji. Za pomoca tych starteréw amplifikowano fragmenty potozone w
srodku introné6w a nastgpnie je sekwencjonowano (Rys. 17). W przypadku najkrotszego
intronu D na tym etapie juz znano cala sekwencje intronowa. Dla pozostatych, dtuzszych
intronow C, B oraz najdluzszego A nalezalo zaprojektowa¢ kolejne pary starterow
komplementarne do nowo poznanych fragmentow sekwencji i procedure t¢ powtarza¢ od
jednego do kilku razy, w zaleznos$ci od dlugosci intronu (Rys. 17, schemat dolny) Strategie
rozszyfrowywania calosci sekwencji przedstawiono na Rysunku 17. Ostatecznie poznano
sekwencj¢ wszystkich intronéw, ktora zostata zdeponowana w bazie danych GeneBank pod
numerem AY 579371 Dhugosci introndw sa nastgpujace: intron A - 4455 pz, intron B - 2319
pz, intron C - 1095 pz, intron D - 857 pz.
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7.1.4 Miejsce startu transkrypcji

Miejsce rozpoczgcia transkrypcji zidentyfikowano w poznanej wczesniej sekwencji genu
stosujac metode S'RACE (6.2.12). Jako matrycy uzyto, wyizolowanego z ciala thuszczowego
larw, catkowitego RNA tak jak to opisano w rozdziale materiaty i metody (6.2.4). Po syntezie
drugiej nici cDNA otrzymano fragmenty dwuniciowego DNA o dlugosci okoto 190 pz, ktoére
obejmowaly miejsce startu transkrypcji (Rys.18).

: - 1000 pz
/700
. /600
. 500
— 400
~190 pz—Jp» “ — 300

200
\ 100
80

Rys. 18 Amplifikacja fragmentu zawierajacego miejsce startu transkrypcji. Zdjecie
po elektroforezie w 2% zelu agarozowym. W $ladzie 1 natozono probke po syntezie
drugiej nici cDNA, strzatkg oznaczono prazek o dtugosci okoto 190 pz, ktéry odpowiada
amplifikowanemu fragmentowi, zawierajgcemu miejsce startu transkrypcji. DNA zawarte
w tym prazku wyizolowano z Zzelu, poddano ligacji do wektora i nastepnie
sekwencjonowano (patrz rozdziat 6.2.12).

Fragmenty te wklonowano do wektora pTZ57R (MBI Fermentas) 1 wprowadzono do
komorek bakteryjnych. Nastepnie z hodowli na ptytce wybrano 10 klonéw, namnozono je,
oczyszczono z hodowli DNA plazmidowe i poddano reakcji sekwencjonowania. Dwa klony,
dla ktérych po sekwencjonowaniu uzyskano najdluzsze od strony konca 5' fragmenty
porownano ze sobg i z wczesniej poznang sekwencja genu (Rys 19). Prawdopodobnie
wlasnie w tych klonach znajduje si¢ sekwencja cDNA, ktorej synteza zakonczyla si¢ na
pierwszym trnaskrybowanym nukleotydzie. Ustalono wigc, ze transkrypcja rozpoczyna si¢ na
nukleotydzie adenylowym, ktéry oznaczono jako +1 (Rys. 19). Ustalono takze, ze
rzeczywista sekwencja cDNA JHBP jest dluzsza o 11 nukleotydéw od strony 5' od tej
opublikowanej wezesniej (AF4107772) (Rodriguez Parkitna i wsp., 2002).
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Fragment sekwencji genu jhbp obejmujacy miejsce startu transkrypciji

Rys. 19 Ustalenie miejsca startu transkrypcji. Na rysunku przedstawiono sekwencje
dwoch fragmentéw cDNA JHBP (panel A i B) oraz fragment sekwencji genu jhbp
obejmujacy miejsce startu transkrypcji (panel C). Fragmenty cDNA uzyskano w wyniku
amplifikacji mMRNA metodg 5’RACE i poddano sekwencjonowaniu. Przedstawione wykresy
pokazujg obraz rozdziatlu produktow sekwencjonowania, a poszczegolne krzywe
odpowiadajg profilom wzbudzanej laserem fluorescencji znakowanych Cy5 nukleotydéw,
mierzonej przez aparat ALFexpress. Kolorami oznaczone sg profile mierzone w czterech
sgsiadujgcych Sladach, na ktére naniesiono kolejne reakcje sekwencjonowania z
dideoksyadening (zielony), dideoksycytozyng (niebieski), dideoksyguaning ( ) i
dideoksytyming (czerwony). Dwa klony, ktére posiadaty najdtuzszg sekwencje genu w
strone jego konca 5, widoczne na rysunku, porownano ze sobg i z sekwencjg genu
uzyskang wczeséniej. Na podstawie tej analizy wskazano, ze transkrypcja rozpoczyna sie
na nukleotydzie adenylowym oznaczonego narysunku powiekszong i pogrubiong czcionka.
Ciag nukleotydow tymidylowych po stronie konca 5 klondw, ktéry nie zgadza sie z
sekwencjg genu pochodzi od dosyntezowanego do pierwszej nici cDNA ,ogona” poli(A).
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7.2 Analiza sekwencji genu jhbp. W poszukiwaniu miejsc regulatorowych
W trakcie poznawania kolejnych partii sekwencji genomowej poddawana ona byta
ciaglej analizie w celu: (1) znalezienia elementow mogacych mie¢ wpltyw na regulacje
ekspresji genu jhbp; (2) scharakteryzowania struktury genu; (3) podjgcia proby
sklasyfikowania biatka JHBP do jednej z istniejacych rodzin bialek na podstawie budowy
genu; (4) znalezienia pozostalos$ci ewolucyjnych w postaci fragmentéw innych genow w
rejonach niekodujacych biatko. Aby zrealizowaé ten cel postugiwano sie kilkoma
programami, ktore doktadniej przedstawiono w rozdziale ,,Materiaty 1 metody”, podrozdziat

(6.3), a takze sekwencj¢ analizowano wizualnie.

7.2.1 Poszukiwanie sekwencji regulatorowych w genie jhbp poprzez bazy

danych zawierajgcych znane elementy regulatorowe

Catos¢ sekwencji niekodujacej genu jhbp zostala poddana analizie przy pomocy
programéw Patchsearch, MatInspector (juz niedostgpne), Patch oraz Match (patrz Materiaty i
Metody podrozdzial 6.3). Wszystkie wymienione programy stuzg do wyszukiwania w
sekwencji potencjalnych miejsc wigzania biatek regulatorowych. Wykorzystuja w tym celu
poznane 1 dotychczas scharakteryzowane sekwencje elementow regulatorowych zebrane w
bazie danych TRANSFAC 6.0. Podczas analiz stosowano algorytm minimalizacji fatszywych
pozytywow. Sposrdd kilkudziesigciu réznych owadzich czynnikow regulatorowych
zawartych w bazie danych, w genie jhbp z G. mellonella wystgpuje jedenascie (Tabela 4).
Czynniki te moga wigza¢ si¢ do wielu potencjalnych miejsc regulatorowych na catym
obszarze genu. Ich sekwencje rowniez zamieszczono w Tabeli 5. W rejonie promotorowym
wystepuje szes¢ potencjalnych miejsc dla wigzania czynnikow regulatorowych. Hb, Ubx,
Elf-1, CF1/Usp oraz BR-C Z3 wyste¢puja tylko raz w promotorze, natomiast czynnik HSF ma
jedenascie potencjalnych miejsc wigzania. Poza obszarem promotora miejsc dla HSF jest az
32, jednak nie sa one skupione obok siebie, ale porozrzucane po catej sekwencji stosunkowo
roOwnomiernie, co swiadczy raczej o ich niefunkcjonalnosci. W sekwencji transkrybowane;,
nie liczac czynnika HSF, najwigcej elementow jest w intronie A i B, odpowiednio 18 1 11.
Daje to przecigtnie jeden element na okoto 250 pz dla intronu A i na 210 pz dla intronu B. W
pozostatych dwdch intronach sa tylko po dwie potencjalne sekwencje regulatorowe. Rowniez
w eksonie 2 wystgpuje element regulatorowy BR-C Z3.
Szczegolng uwage, ze wzgledu na powiazania z drugim bardzo waznym hormonem owadzim
- ekdyzonem, zwraca element wigzacy CF1, znaleziony w obszarze promotorowym oraz

elementy wiazace BR-C Z1 - Z4 wystgpujace zardwno w sekwencji transkrybowanej jak
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Tabela 4 Czynniki regulatorowe w genie jhbp z G.mellonella

Broad-Complex Z3 (BR-
C Z3)

ataaaAACTAataac (+)
aagcaAACTAaatta (+)
tatttTAGTTtttgg (-)
aaaaaAACTAgaccc (+)
taataAACTAtgaat (+)
ctgttTAGT Ttaaac (-)

Nazwa czynnika Sekwencja® Potozenie w sekwencji genu
gcatAAAAAa (+) -1827
Hunchback (Hb) gaaaAAAAAa (+) 6660 (intron B)
-1788
-1515
AGAAA (+) -1302
-382
Heat Shock Factor 341
(HSF)° -1432
-1376
-556
TTTCT (-) -395
-389
-84
attcttcCATTAaaaaaac (-) -1262
ttttttt TAATGgataatg (+) 655 (intron A)
atgggacCATTAgtctcca (-) 849 (intron A)
. taaatgtTAATGgataagg (+) 1076 (intron A)
Ultrabithorax (Ubx) gttaataTAATGgagttct (+) 2575 (intron A)
gtgacatTAATGgctgata(+) 3717 (intron A)
taaacttTAATGgaaaaca (+) 5247 (intron B)
ttttttt TAATGgataata (+) 7975 (intron C)
Elf-1 atttaAAACCaaaaca (-) -1238
Chorion factor 1/ Usp ggGGTCAaa (+) -1053
(CF1/Usp) ggGGTCAct (+) 7026 (intron B)
aaaaaAACTAagaat (+) -642

205 (intron A)
1421 (Intron A)
1653 (intron A)
4680 (ekson 2)
4820 (intron B)
6432 (intron B)

Broad-Complex Z2 (BR-
C z2)

teetttaCTAGTtata (+)
atgaAATAGtaaacct (-)
gtcacaaCTATTtatc (+)
tcacttcCTAT Ttatt (+)
tatcatcCTATTIttt (+)
aagacacCTATTttt (+)
attatctCTATTHttt (+)

183 (intron A)
2044 (intron A)
2286 (intron A)
3652 (intron A)
3793 (intron A)
5523 (intron B)
7102 (intron B)

Broad-Complex Z1 (BR-
C z1)

aagtTTTGTatatttttt (-)
taatTTTGTatataatta (-)
ttgtcaaaaACAAAtatt (+)
tcctTTTGTatataactt (-)

642 (intron A)
4860 (intron B
5131 (intron B
7266 (intron C

Broad-Complex Z4 (BR-
C z4)

ttaGTAAAtaaaa (+)
tttHTTTATtat (-)
ttaATAAAtaaaa (+)

1022 (intron A
4122 (intron A
8935 (intron D

Abdominal-B (Abd-B)

ggtgacATTAAtgg(-)
acaTTAATggctga(+)
tgtTTTATgceggg (+)
tgtTTTATgcctag (+)
gttTTTATgacact (+)

3720 (intron A
5753 (intron B
6999 (intron B
9051 (intron D

Croc (regulator rozwoju
gtowy u krokodyli)

taaaaTAAATatatgg (+)

)

)

)

( )
( )
( )
3716 (intron A)
( )
( )
( )
)

)

5334 (intron B

? Duze litery odnoszg sie do sekwencji rdzenia elementu regulatorowego.

b Pozycje elementow dla HSF podano tylko w obszarze promotora ze wzgledu na ich zbyt
duzg ilos¢ w catym genie. Prawdopodobnie aktywne elementy HSE oznaczono grubg

czcionka.
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1 w promotorze. Poniewaz elementy regulatorowe moga wystgpowac takze w intronach jest
wysoce prawdopodobne, ze ktoras ze znalezionych sekwencji dla BR-C moze by¢
funkcjonalna.

Wecezedniejsza analiza komputerowa sekwencji promotora programami PatSearch i
Matlnspector, zanim pojawily si¢ obecne narzedzia do poszukiwan elementow
regulatorowych (Match®), wskazata na istnienie w tym rejonie trzech miejsc mogacych
wigza¢ biatkko CF1 w pozycjach -1053, -960 i1 -475. Przedstawiony w Tabeli 5 wynik
pokazuje istnienie tylko jednej takiej sekwencji. Rozbieznos$¢ ta wynika z niedoskonatosci
oprogramowania, jakie byto dostepne podczas pierwszych prob analizy. Eksperymentom
EMSA jednak poddano wszystkie trzy elementy, aby moc poréwnac ich oddzialywania z

biatkami UspDBD i ECRDBD.

7.2.2 Analiza sekwencji promotora rdzeniowego

Sekwencj¢  promotora rdzeniowego analizowano bez pomocy programéw
komputerowych, poniewaz baza danych TRANSFAC 6.0 nie zawiera wszystkich elementéw
regulatorowych mogacych wystgpowa¢ w tym rejonie promotora. W analizie brano pod
uwage zidentyfikowane dotychczas w promotorach owadzich sekwencje regulatorowe.
Sposréd czterech znanych elementéw: MTE, DPE, kasety TATA, Inr, w obszarze
rdzeniowym promotora jhbp wskazano trzy przypuszczalne miejsca regulatorowe (Rys. 20).
Kaseta TATA znajdujaca si¢ prawdopodobnie w potozeniu od -29 do -24; sekwencja
TCAGTA najprawdopodobniej reprezentujaca element Inr w rejonie od 14 do 19 oraz
sekwencja AGGTA, jest bardzo podobna do elementu DPE i zaczyna si¢ na 38 nukleotydzie
od miejsca startu transkrypcji (Sok 1 wsp, 2005). Miejsce startu transkrypcji znajduje si¢ na
nukleotydzie adenylowym i jest poza obszarem elementu inicjatorowego, ktéry zwykle
obejmuje poczatek transkrypcji (Rys. 20). Rejon pomigdzy pierwszym kodonem (Met) a

miejscem startu transkrypcji, okreslany jako obszar niekodujacy 5' obejmuje 51 pz.

kaseta TATA Inr DPE Met
ATGTTCATATINIE T TTGA... TAAACHGCAGAATTG TGN TATTGCCGTCAATCACACIBIBIIBGATACCACAAT G
-29 do -24 +1 +14 do +19 +38 do +42

Rys. 20 Potencjalne elementy regulatorowe promotora rdzeniowego jhbp.
Przedstawiono fragment promotora rdzeniowego od -38 nukleotydu do pierwszego kodonu
metioniny (Met). Potencjalne elementy regulatorowe wyrézniono w ramkach i podano ich
potozenie w genie jhbp.
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7.2.3 Na tropach historii genu jhbp

Po rozwiazaniu sekwencji genu jhbp narodzity si¢ kolejne pytania, skad pochodzi JHBP,
do jakiej grupy bialek nalezy oraz jaka jest historia jego ewolucji? Aby sprobowaé
odpowiedzie¢ na te 1 inne rodzace si¢ pytania, analizie poddano szczegoélnie doktadnie
niekodujace czegsci genu. W ponizszych rozdzialach opisane zostana proby poszukiwania
fragmentow innych gendéw w jhbp oraz rozklad poszczegdlnych nukleotydéow w poznanym
genie. Szczegdlna uwaga zostanie zwrdcona takze na fazy introndow, ktore moga rzucicé

swiatto na pochodzenie genu jhbp.

7.2.3.1 Pozostalosci ewolucyjne w genie jhbp

Cata sekwencja genu zostata zanalizowana w kierunku znalezienia w niej fragmentow
powtorzonych z innych genéw. W tym celu postuzono si¢ programem BLASTN (zrodto,
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) korzystajac z funkcji wyszukiwania krétkich
podobnych sekwencji. Program poréwnat sekwencje jhbp do wszystkich dotychczas
poznanych DNA zawartych A4 bazie danych GenBank (zrédto,
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/index.html). W wyniku tej analizy otrzymano wiele
fragmentow sekwencji pochodzacych z réznych organizmow, ale za istotne statystycznie
wyniki uznano te, dla ktérych warto$¢ oczekiwana (E) byta mniejsza od 0,01. Selekcja ta
pozwolita wytoni¢ tylko najbardziej podobne do genu jibp fragmenty. Jak si¢ okazato, poza
jednym przypadkiem genu Ste z D. melanogaster, wszystkie pochodza z genow G.
mellonella (Tabela 5). Identyczno$¢ ich sekwencji waha si¢ w granicach 87 - 96%. Wszystkie
fragmenty powtdrzone umiejscowione sag w obszarach niekodujacych genu a kilka z nich jest
skupionych na bardzo krétkich odcinkach w tzw. klastrach (Rys. 21, gora). W catym genie
Jjhbp znaleziono dotychczas fragmenty siedmiu innych genow, w tym szes¢ pochodzacych z
G. mellonella. W promotorze znajduje si¢ rejon polozony w pozycjach od -1942 do -1817
skupiajacy osiem fragmentéw z pieciu réznych genéw. Tworza one klaster, ktoéry zaznaczono
na Rys. 21 jako P1. Podobny klaster wystepuje takze w intronie A i skupia w obszarze od
687 do 889 cztery sekwencje pochodzace z jednego genu heksameryny (Rys, 21, P2).
Dodatkowo jest on otoczony od 5' i 3' strony przez 12 nukleotydowy odcinek sekwencji
powtdrzonej. W tym intronie sa jeszcze dwa fragmenty genu dla peptydu przeciwgrzybiczego
oddalone od siebie o okolo 270 pz, ktore takze by¢ moze tworza klaster (Rys. 21, P4).
Pozostale sekwencje wystepuja pojedynczo w znacznych odlegtosciach od siebie (Rys. 21,
P3, P5, P6, P7). W ostatnim intronie, jak réwniez w obszarze niekodujacym 3' nie znaleziono

zadnych fragmentow innych genow.
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Tabela 5 Fragmenty znanych genéw obecne w genie jhbp z G. mellonella.

Diugos¢ Potozenie w genie jhbp? B
Nazwa fragmentu w : Identycznos¢
genie miejsce pozycja DNA (%)
zrodtowym nukleotydowa
100 promotor | (-1940) - (-1841) 93
127 promotor | (-1942) - (-1817) 89
gen
niskoczasteczkowego 88 promotor | (-1942) - (1855) 90
biatka jedwabiu (P25) 41 intron A 2086-2126 90
(G. mellonella)
23 intron B 5663-5685 95
54 intron C 8040-8093 87
Gen arylforyny i i
(G. mellonella) 124 promotor | (-1939) - (-1817) 90
mRNA 127 promotor | (-1942) - (-1817) 88
profenolooksydazy (G.
mellonella) 65 promotor | (-1890) - (-1827) 87
127 promotor | (-1942) - (-1817) 87
51 intron A 687-737 88
gen heksameryny .
(Lhp82) (G. melionella) 84 intron A 744-828 82
25 intron A 865-889 96
39 intron A 840-878 87
gen ciezkiego tancucha
fibroiny (Fib-H) 74 promotor | (-1890) - (-1817) 89
(G. mellonella)
peptyd 43 intron A 3811-3853 93
przeciwgrzybiczy
galermycyna 57 intron A 4124-4180 94
(G. mellonella)
homologiczne DNA do
genu Su(Ste) 27 intron C 7400-7426 96
(D melanogaster)

@ Roznice w dtugosci fragmentow pomiedzy genem zrodtowym a jhbp sg spowodowane delecjg,
badz insercjg

Sekwencj¢ catego genu poddano badaniu zawartosci par GC oraz puryn i1 pirymidyn.
Glownym celem tej analizy byto wskazanie obszardéw jhbp, ktére sq ewolucyjnie mtode oraz
takich, na ktore jest wywierana szczegoOlna presja ewolucyjna. W pierwszej kolejnosci
sprawdzono w genie wystgpowanie par GC (Rys. 21). Obliczenia prowadzono w ramce
zawierajacej 50 nukleotydowy odcinek, ktory przesuwano w obliczeniach o jeden nukleotyd
w kierunku konca 3'. Obszary kodujace, zaznaczone na Rys. 21 na czerwono, w sumie
zawierajg okoto 36% par GC (Rys. 22A), z tym, ze wyraznie wida¢, ze eksony 4 1 5 maja

wigksza od przecigtnej zawartos¢ GC. Rejony niekodujace (zielone) zawieraja $rednio 31%
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par GC (Rys. 22 A), mimo iz istnieja obszary, szczegdlnie w intronie A, w ktorych zawartos¢

GC znacznie przekracza 60% (Rys. 21).

P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7
60
o [l 1 . | o ——
NPT UL WL
g | J | . Wll\l AL, , L
(;30 VTR T Pl Ml»d, ‘ilLJ -..u* A AR AT UF VL
& o LI 1T WH|| !r-m 1 rw[l -|511fx||ml|n Su1 LARLEL l,ni i ; W
) | R AL T WA .
' | I
?2000 -1 l;[]l'] (I) 1 DIOD 20IDO SDIOO 4DIUO 5(;00 60‘00 ?0‘00 8{]‘00 90’00 10000

Polozenie w sekwencji (pz)

Rys. 21 Zawartos¢ par GC w genie jhbp z G. mellonella. Wykres przedstawia sposéb
roztozenie w genie jhbp par GC biorgc pod uwage ramke o ditugosci 50 pz. Zielona
krzywa przedstawia obszary niekodujgce,natomiast czerwona sekwencje kodujacg
biatko. Ponad wykresem umieszczono schemat jhbp z naniesionymi kolejno (P1 - P7)
obszarami wystepowania sekwencji z innych gendéw (niebieskie prostokaty).

Analiza procentowej zawartosci puryn pokazata, ze w obszarach kodujacych stanowia
one okoto 54%, natomiast w pozostalej czgsci genu wystepuje rOwnowaga 1 zawartosé

obydwu rodzajow zasad waha si¢ w okolicach 50% (Rys. 22 B).

A B

mAT so% W Firy mady ny
(= O Puryny

0% 0%
20% 20%
10% 10%

0% 0%

kodujace niekodujace kodujace niekodujace

Rys. 22 Srednia zawarto$é par GC i AT oraz puryn i pirymidyn w genie jhbp. Wykres
na panelu A przedstawia procentowg zawartos¢ par GC i AT w obszarach kodujgcych i
niekodujgcych genu jhbp. Na panelu B pokazano zawarto$¢ puryn i pirymidyn rowniez z
podziatem na rejony kodujgce i niekodujgce genu.
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7.2.3.2 Fazy intronow

W genie jhbp znaleziono cztery introny. Wszystkie cztery przerywaja sekwencje
kodujaca wewnatrz kodonoéw, przez co zaden nie jest w fazie 0. Intron A, C oraz D sg w fazie
1 1 umiejscowione sa odpowiednio w kodonach dla asparaginy, seryny oraz asparaginy (Rys.
23). Jedynie intron B jest w fazie 2 i przerywa kodon dla treoniny. W drugim znanym genie
Jjhbp z M. sexta introny nie tylko maja podobne potozenie w sekwencji kodujacej, ale takze

identyczne fazy jak u G. mellonella.

C

Ser A A sp Gly Phe Th B rleu Ala S er Ala Leu A D sp Ser
[ 7] 2 | 1 [Z £l [
L.TCG Ggtaa. . geaglAT GGG...TTC AQgtaa... ttaglA TTA...GCT Algtaa... acag |GG GCA...CTT Glgtat.. acag|AT TCA..

faza 1 I—faza ZJ l— faza 1J I—faza 1

Rys. 23 Polozenie intronéw w sekwencji jhbp z G. mellonella i ich fazy. Szare
prostokaty symbolizujg eksony. Introny oznaczono literami A-D. Kolorem czerwonym
wyrdzniono kodony, ktére sg przerwane intronami. Sekwencje nukleotydowg intronéw
napisano matymi literami a eksonow duzymi.

7.3 Wyniki EMSA uzyskane na potencjalnych sekwencjach wiazacych
bialko Usp

Jak wspomniano we wczesniejszym rozdziale, w promotorze jhbp znaleziono szes¢
potencjalnych elementéw regulatorowych (Tabela 4). Na szczeg6lng uwage zastuzyt czynnik
CF1/Usp, poniewaz sugeruje si¢, ze JH jest ligandem dla niego (Jones i Sharp, 1997; Maki i
wsp., 2004) oraz moze by¢ zaangazowany w kontrol¢ syntezy JHBP (Rodriguez Parkitna 1
wsp., 2002). Poniewaz pierwsze analizy sekwencji promotorowej, przeprowadzone przez
mniej doskonale i1 restrykcyjne narzgdzia, wskazaty na istnienie trzech potencjalnych miejsc
wigzania biatka CF1/Usp, wigc w eksperymentach EMSA wzigto pod uwage wszystkie trzy
elementy.

Zaprojektowane dwuniciowe sondy, oznaczone jako I, IT i Il (rozdziat 6.1.6.3) maja dlugos¢
32 pz i zawieraja w swojej srodkowej czesdci trzy potencjalne sekwencje regulatorowe.
Przeprowadzono eksperymenty zmierzajace do oszaowania oddziatywania tych elementow z
dwoma biatkami UspDBD i/lub EcCRDBD (Rys. 24). Roéwnolegle przeprowadzono takze
doswiadczenia z dobrze poznanym elementem Asp27EcRE (sonda hsp27) (Niedziela-Majka 1
wsp., 2000; Grad i wsp., 2001; Rymarczyk i wsp., 2003; Orlowski i wsp. 2004), ktore
stanowity punkt odniesienia w analizach powinowactwa nowo badanych sekwencji (Rys. 24
D, H, L). Przy miareczkowaniu sondy hsp27 biatkiem UspDBD Iub EcRDBD

zaobserwowano powstawanie dwoch komplekséw, Cly (monomer) i Clly (dimer)
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Rys. 24 Charakterystyka elementéw dystalnych promotora jhbp zawierajacych
potencjalne sekwencje regulatorowe CF1/Usp. Na rysunku przedstawiono wyniki
eksperymentéw EMSA z sondg | (A,E, I), sondg Il (B, F, J), sondg lll (C, G, K) przy
wzrastajgcym stezeniu biatek UspDBD i/lub EcCRDBD. Kompleksy byty rozdzielane od
pozostatej ,wolnej” sondy na 6% zelu poliakrylamidowym. Okoto 20 fmoli sondy
inkubowano z biatkiem, w zakresie stezen 0-1400 nM. Wykresy przedstawiajg analize
ilosciowg powstatych kompleksow, ktére sg uwidocznione na zdjeciach umieszczonych
we wstawkach. Wszystkie eksperymenty miareczkowania, poza jednym (E) zawierajg
kontrolng reakcje z sondg hsp27EcRE i 400nM stezeniem biatka. Przerywana linia
pokazuje stezenie biatka, w ktérym 50% sondy =zostalo odmiareczkowane. W
eksperymentach, gdzie uzywano dwoch biatek (panel I-L) ich stosunek molowy wynosit
1:1, a stezenia podane na skali odnoszg sie do kazdego biatka osobno. Dla poréwnania,
kazde biatko byto takze miareczkowane z sondg hsp27EcRE (D, H, L). Symbol e -
oznacza procent zwigzanej sondy (100% - F). Symbole m ,A, O, A, ¢ - przedstawiajg
odpowiednio kompleksy Cly, Clly, Clg, Clle and Cllgy. Sekwencje sond i ich potozenie w
promotorze jhbp podano w podrozdziale 6.1.6.3.
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lub CIg (monomer) i Cllg (dimer) (Rys. 24 D, H). Dla rownomolowej mieszaniny UspDBD 1
EcRDBD zauwazono powstawanie stabilnego heterokompleksu, Clgy (Rys. 24 L), co
pozostaje w zgodzie z wczesniejszymi doniesieniami (Niedziela-Majka 1 wsp., 2000). W
przypadku sondy I 1 II, mimo, Zze podobnie jak dla hsp27 tworza si¢ dwa kompleksy przy
miareczkowaniu UspDBD (Rys. 24 A, B) to, gdy wezmiemy mieszanin¢ tych biatek nie
pojawia si¢ zaden heterokompleks (Rys. 24 1, J). Rowniez heterokompleksu nie obserwujemy
dla sondy III, ktéra w ogdle ma bardzo niskie powinowactwo do badanych biatek (Rys. 24 C,
G, K). Przy miareczkowaniu EcCRDBD sondy I, II 1 III pojawia si¢ tylko jeden wyrazny
kompleks, podczas gdy z sonda hsp27 zaobserwowano dwa. Inkubacja sondy 1 z
roéwnomolarng mieszaning UspDBD 1 ECRDBD umozliwila powstanie dwoch kompleksow
(Rys. 24 1) ale ich ruchliwosci odpowiadaja tym zaobserwowanym dla monomeru i dimeru
UspDBD a nie tym dla heterokompleksu. W przypadku sondy II miareczkowanie mieszanina
UspDBD 1 EcRDBD daje jeden silny kompleks odpowiadajacy monomerowi UspDBD i
kilka stabo widocznych wigkszych kompleksow (Rys. 24 J). W przypadku sondy III powstaja
dwa stabe kompleksy odpowiadajace ruchliwoscia monomerom UspDBD i EcCRDBD (Rys.
24 K).

Aby poréwnaé¢ aktywnos¢ wiazaca UspDBD 1 EcRDBD, do poszczegdlnych sond
postuzono si¢ wartoscia stgzenia biatka, przy ktorym 50% sondy jest zwigzane w kompleks
(Rys. 24, linia przerywana na wykresach). Z analizy tej wynika, Zze najbardziej oddalony od
miejsca startu transkrypcji element CF1/Usp (sonda I) wiaze UspDBD z nieznacznie
wyzszym powinowactwem w odniesieniu do elementu 4sp27EcRE (Rys. 24, poréwnaj A z
D). Z drugiej strony, z ECRDBD oddziatuje juz okoto 3 razy stabiej (Rys. 24, poréwnaj E z
H). Miareczkowanie sondy I z mieszaning bialek daje troch¢ stabsze oddziatywanie niz dla
sondy hsp27. Oddziatywanie sondy II z badanymi biatkami ogdlnie jest trochg stabsze niz to
obserwowane dla sondy I, ale obydwie sondy sa znacznie bardziej aktywne niz III.
Otrzymane wyniki sugeruja, iz element ssp27EcRE oddzialuje z UspDBD i1 ECRDBD w inny
sposob niz elementy CF1/Usp pochodzace z promotora jhbp.

7.4 Badanie aktywnoSci transkrypcyjnej fragmentow promotora

Aby moc potwierdzi¢, badz zaprzeczy¢ czy dany, potencjalny element regulatorowy
wpltywa na ekspresj¢ genu podjeto probg skonstruowania uktadu, ktoéry pozwolitby na
sledzenie procesu transkrypcji in vivo. Jedna z lepszych, a dostgpnych obecnie metod, jest
analiza ekspresji w testach z genem reporterowym, dlatego tez w dalszych badaniach
postuzono si¢ wlasnie ta technika. Poniewaz gen jhbp pochodzi z organizmu owada, wigc do

eksperymentéw wybrano owadzig lini¢ komdrkowa, HighFive, ktorej komorki wywodzg sig¢
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z gatunku Trichoplusia ni nalezacego, tak jak G. mellonella do rodziny Lepidoptera. Ta czgs¢
projektu byta realizowana we wspotpracy z dr Marcinem Schmidtem z Katedry

Biotechnologii i Mikrobiologii Zywnos$ci Akademii Rolniczej w Poznaniu.

7.4.1 Przygotowanie konstruktow

Pierwszym krokiem do opracowania testow byl wybor wektora, do ktérego wstawiono
fragmenty promotora jhAbp a nastgpnie transfekowano nim komorki. Do eksperymentow
wybrano wektor pGL3-Basic (Promega) posiadajacy zmodyfikowana sekwencj¢ kodujaca
lucyferazy firefly jako gen reporterowy. Utworzono cztery konstrukty zawierajace czesé
promotora konczaca si¢ po stronie 3' na +51 nukleotydzie, natomiast po stronie 5' kolejno na
-39, -440, -750 1 -1062 (Rys. 25). Pierwszy konstrukt zawierat tylko elementy promotora

rdzeniowego, natomiast trzeci 1 czwarty takze elementy CF1/Usp.

<
sl

+51

| 3

-750 CF1/Usp Ill I(;I
-1062 [SSlT halkats CFi/usp I I(L

e

Rys. 25 Fragmenty promotora jhbp w wektorze pGL3Basic. Na schemacie
przedstawiono konstrukty do testéw z genem reporterowym, zawierajgce fragmenty
promotora jhbp. Pionowg kreskg zakonczong trojkgtami wskazano miejsce, gdzie konczy
sie sekwenja promotora i zaczyna sekwencja wektora. Liczby na rysunku okreSlajg
pozycje w genie jhbp. Skrét luc symbolizuje gen lucyferazy. Orientacyjnie umieszczono
takze miejsca wystepowania elementéw CF1/Usp.

Do kontroli wydajnosci transfekcji uzywano natomiast wektora pRL-PH, ktory jest
zmodyfikowang w naszym laboratorium forma wektora pRL-TK (Promega). Z wektora
pRL-TK wycigto za pomoca enzymow restrykcyjnych Bg/Il i Hind 111 sekwencj¢ promotora
HSV-TK i1 wstawiono w to miejsce fragment promotora poliedryny pochodzacy z wektora

pFastBac 1. Procedura zamiany sekwencji promotorowej w wektorze kontrolnym zostata
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wykonana, poniewaz z doniesien literaturowych wiadomo, ze promotory ludzkich wirusow

stabo, badz wcale nie funkcjonuja w liniach komorek owadzich.

7.4.2 Kontrola aktywnoSci promotora jhbp w testach z genem

reporterowym

Przygotowane konstrukty zawierajace fragmenty promotora jhbp oraz wektory kontrolne
zostaly wykorzystane do przeprowadzenia testow in vivo. Za kontrole negatywna stuzyt pusty
wektor pGL3-Basic, natomiast kontrola wydajnosci transfekcji 1 konstruktem, wzgledem
ktoérego standaryzowano wyniki byt wektor pRL-PH. W testach badano takze poziom tla
mierzac ekspresj¢ w komoérkach nie transfekowanych zadnym z konstruktéw. Eksperymenty
jednorazowo prowadzono w trzech powtorzeniach dla kazdego z konstruktow. Uzyskane z
trzech pomiaréw wyniki u$redniano i standaryzowano na wektor pRL-PH. Postugiwano si¢
jednostkami RLU (ang., relative light units). Ostateczne rezultaty obliczano jako krotno$¢

RLU wektora pGL3-Basic (kontrola negatywna). Do$wiadczenie pokazalo, ze najwyzsza

krotnosé¢ RLU

Basic -39 -440 -750 -1062

konstrukt

Rys. 26 Aktywnos¢ fragmentéw promotora jhbp w testach z genem reporterowym.
Wykresy stupkowe przedstawiajg aktywnos¢ kolejnych fragmentéw promotora od
najkrétszego (-39), obejmujacego tylko promotor rdzeniowy do najdtuzszego (-1062),
obejmujacego wszystkie 3 elementy CF1/Usp. Aktywnosé konstruktéw przedstawiono
jako krotnos¢ aktywnosci wykazywanej przez pusty wektor pGL3Basic (Basic).
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aktywno$¢ transkrypcyjna przejawia najkrotszy konstrukt (Rys. 26), zawierajacy tylko
promotor rdzeniowy (-39 - 51 nt). Aktywnos¢ ta jest okoto 8 razy wyzsza od aktywnosci
pGL3-Basic. Pozostate dtuzsze konstrukty maja aktywnos¢ okolo 5-6 razy wigksza niz
pGL3-Basic (Rys. 26). Aktywnosci transkrypcyjne konstruktow sg stosunkowo niskie w
porownaniu z podobnymi testami przedstawionymi w literaturze, dlatego by¢ moze
konieczna begdzie jeszcze optymalizacja warunkéw hodowli, transfekcji oraz samych

pomiardw.
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8 Dyskusja

Poznanie sekwencji, ktora nie koduje biatka i nie jest transkrybowana stanowi dosy¢ duzy
problem badawczy. Obecnie mimo rozwoju technik sekwencjonowania oraz stosowania
komputeréw o duzej mocy obliczeniowej, ktére wspomagaja prac¢ doswiadczalng nadal
znalezienie sekwencji genu, a szczego6lnie obszaru promotora i jego miejsc regulatorowych,
jest trudnym zadaniem. Przed takim zadaniem stang¢lam podczas realizacji tej pracy

doktorskiej.

8.1 Identyfikacja obszarow niekodujacych i sekwencjonowanie genu jhbp
W obecnych czasach sekwencjonowania catych genoméw mogloby si¢ wydawaé, ze
poznanie sekwencji jednego genu, w naszym przypadku okoto 10 000 pz, to tylko kropla we
wcigz rosnacym oceanie poznanych 144 667 612 393 nukleotydow (stan na dzien 15 lipca
2006). Jednak wystarczy przyjrze¢ si¢ doktadniej sekwencjom zawartym w bazach danych
oraz literaturze a okaze si¢, ze identyfikacja poszczegdlnych genéw w genomie nie jest
sprawa latwa, a poszukiwanie sekwencji pojedynczych gendéw szczeg6élnie ma sens, kiedy
moga one petnié istotna rolg w regulacji proceséw zachodzacych w organizmie. Jako przyktad
mozna poda¢ opublikowana sekwencj¢ genomu ludzkiego, nad ktérym pracowaty setki
badaczy w wielu wybitnych laboratoriach. Pomimo rozszyfrowania niemal catego DNA
cztowieka wciaz nie potrafimy scharakteryzowaé wielu genow, wskaza¢ ich sekwencji
promotorowych, sekwencji intronowych i eksonowych. Innym bardzo dobrym przyktadem
bedzie genom D. melanogaster, ktoérego odkrycie ogloszono w 2000 roku (Adams i wsp.,
2000). Dotychczas jednak nie zidentyfikowano w nim sekwencji ani miejsca potozenia genu
jhbp a z doniesien literaturowych wynika, ze biatka wigzace JH sa syntezowane w organizmie
tego owada (Shemshedini 1 Wilson, 1988). Taki stan rzeczy wynika z tego, ze publikowane
sekwencje genomow nie sa do konca poznane, ale wciaz korygowane, uzupetniane i
poddawane analizom. Powyzszy przyktad pokazuje takze istnienie duzych mozliwosci do

badan dla matych laboratoriow, takich jak nasze, borykajacych si¢ niejednokrotnie z
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problemami technicznymi i finansowymi, a ktore moga mimo tego konkurowac¢ na niektérych
obszarach z wielkimi konsorcjami i wnie$¢ swoj wktad w rozwdj nauki.

Nasze laboratorium podjeto takie wyzwanie, ktoérego celem poczatkowo bylo poznanie
sekwencji promotora genu jhbp z G. mellonella, ale w efekcie koncowym projekt objat caty
gen. Zadanie to byto szczegdlnie interesujace, poniewaz w momencie jego rozpoczecia nie
znano zadnego genu jhbp a sekwencje cDNA opisano tylko dla czterech gatunkoéw owadow:
M.sexta (Lerro i Prestwich, 1990); H virescens (Wojtasek 1 Prestwich, 1995); B. mori
(Vermunt 1 wsp., 2001); G. mellonella (Rodriguez Parkitna, 2002). Konkurencja jednak nie
byla taskawa i wyprzedzita nas publikujac sekwencje genu jhbp z M. sexta wezesniej (Orth i
wsp., 2003). Ten fakt spowodowal, ze postanowiliSmy pozna¢ wigcej niz tylko sekwencje

genu i duzy wysitek wlozyliSmy w analizg sekwenc;ji.

8.1.1 Wybor strategii sekwencjonowania

W przypadku sekwencjonowania genomoéw stosuje si¢ metode Shotgun, ktéra zostata
prawie w pelni zautomatyzowana, przez co jest szybka, ale wymaga dla prawidlowego
ztozenia 1 uzyskania sekwencji wysokiej jakosci kilkukrotnego sekwencjonowania tego
samego odcinka DNA. Poniewaz technika Shotgun przeznaczona jest do bardzo dlugich
sekwencji, wigc nie byloby oplacalnym zastosowanie jej w naszym projekcie dla poznania
najwyzej kilkunastu tysigcy par zasad. Dlatego probowano znalez¢ inng metode, ktorag mozna
bedzie pozna¢ sekwencj¢ promotora a nastgpnie innych rejondw niekodujacych. Majac do
dyspozycji tylko cDNA JHBP z G. mellonella sprobowano najpierw wyselekcjonowac z puli
DNA genomowego sekwencj¢ jhbp za pomoca techniki Southern Blotting. Przy planowaniu
sondy do hybrydyzacji wzig¢to pod uwage dane statystyczne pochodzace z analizy sekwencji
genomu D. melanogaster (FlyBase: A Database of the Drosophila Genome;
http://flybase.bio.indiana.edu/), z ktérych wynikato, ze §rednio na okoto 400 pz wystepuje 1
intron. Szacowano wigc, ze w genie jhbp beda przynajmniej 2 introny, dlatego jako sondy
zdecydowano si¢ uzywac fragmentu sekwencji jibp a nie catos$ci znanego cDNA aby uniknaé
sytuacji, w ktorej sonda nie parowatby w catosci z DNA genomowym. O tym, ze w sekwencji
jhbp znajduja si¢ introny i prawdopodobnie sa dlugie, swiadczyly takze nieudane proby
amplifikacji DNA genomowego za pomoca par starterow JR13 1 JR19 oraz JR20 i JR19,
skierowanych do sekwencji kodujacej biatko. Teraz wiemy, ze pomigdzy tymi starterami sa
introny B i C. Jedynie w reakcji ze starterami JR18 1 JR21 uzyskano po PCR specyficzny
produkt o dtugosci ~1200 pz, mimo ze oczekiwano fragmentu okoto 300 nukleotydowego.
Moglo to $wiadczy¢ o istnieniu intronu o dtugosci, ~800 pz, poniewaz PCR z tymi samymi
starterami, ale na matrycy ¢cDNA dawal produkt krétszy. Po odczytaniu sekwencji genu
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okazato sig, ze powyzsze przypuszczenia byty stuszne a szacowanie ilo$ci intron6w zanizone,
poniewaz w sekwencji odkryto az cztery introny o tacznej dlugosci okolo 8700 pz a
amplifikowany starterami JR 18 1 JR 21 - intron jest ostatnim i1 najkrotszym ze wszystkich.
Uzyskany wynik eksperymentu Southern Blotting, z wyraznie widocznymi prazkami o
dhugosci 6000 pz i 3800 pz (Rys. 27, ramka) wydawat si¢ zachecajacy. MielisSmy jednak
swiadomos¢, ze uzyta w eksperymencie sonda hybrydyzuje na koncu 3' genu jabp (Rys. 27) i
fragment DNA genomowego, ktory z nia paruje, moze nie obja¢ obszaru promotorowego,
dlatego do eksperymentéw klonowania wybrano ten o dlugosci 6000 pz. Mimo przekonania,
ze udalo nam si¢ wyselekcjonowa¢ z puli DNA genomowego fragment jhbp dalsze
eksperymenty zwigzane z proba odczytania jego sekwencji skonczyty si¢ fiaskiem (przyczyny
podano nizej). Sktonito nas to do zmiany strategii poszukiwania sekwencji jhbp. Ze wzgledu
na mozliwosci techniczne wybraliSmy metode poznawania sekwencji ,,krok po kroku” (ang.,
Genome Walking), oparta gtéwnie o PCR. Technika ta jest dosy¢ czasochtonna, ale w jej

przypadku istnieje duze prawdopodobienstwo, ze otrzymana sekwencja jest ta, ktéra

poszukujemy.
1 12 3 M
P g 8 < ~3800 pz >
~6000 pz » § G 3 -
~3800pz » ~2000 pz :
P
~2000 pz » : .
. ~6000 pz
r 33 p >
§ 5 ds — . ~6000pz; o
: 6783 | :
-1276 272 2967 5086 . 7352 9021
Hindlll  EcoR Hindlll Hindil EcoRlE r1 il
Schemat genu jhbp z analizg restrykcyjng znakowana P sonda

do southern blotting

Rys. 27 Analiza wynikéw Southern Blotting i poznanej sekwencji genu jhbp. W
ramce, dla lepszego zobrazowania analizy, przedstawiono omawiany juz wczesniej wynik
southern blotting. Zotty prostokat symbolizuje gen jhbp, na ktérym zaznaczono miejsca
ciecia przez enzymy EcoRI i Hindlll. Zielony obszar przedstawia miejsce parowania
znakowanej sondy z DNA genomowym. Ponad sekwencjg oznaczono strzatkami
prawdopodobne fragmenty genu jhbp, ktére byty widoczne w eksperymencie southern
blotting. Kolorem niebieskim narysowano obszary, ktére mogtyby odpowiada¢ prazkowi o
dtugosci ~6000 pz, czarnym - prazkowi o diugosci ~3800 pz oraz pomarahczowym -
prazkowi o dtugosci ~2000 pz.
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Po odczytaniu catej sekwencji genu probowalismy sprawdzi¢, dlaczego pierwsze
eksperymenty skonczyly si¢ niepowodzeniem i czy w ogole mogly zakonczy¢ si¢ sukcesem.
W tym celu, przy pomocy programu RestrictionMapper (http://www.restrictionmapper.org/),
sprawdziliSmy gdzie w genie jhbp znajduja si¢ miejsca cigcia enzymami wykorzystanymi w
Southern Blotting (EcoRI i HindIIl) oraz, w ktorym miejscu doktadnie parowata znakowana
sonda (Rys. 27). Z analizy tej wynika, ze miejsca cigcia mniej wigce] zgadzaja si¢ z
dhlugo$ciami otrzymanych z southern blotting prazkdw, co jest argumentem na to, ze nie sa
one artefaktami ale faktycznie odpowiadaja fragmentom genu jhbp. Na przedstawionym
rysunku nr 27 wida¢ takze, ze odleglos¢ sekwencji, parujacej ze znakowana sonda, od
promotora jest duza i znacznie przekracza 6000 pz. Wynika z tego, ze nawet najdiuzszy
uzyskany po Southern Blotting fragment genu jhbp pokazalby co najwyzej sekwencjg
intronéw C 1 D, poniewaz prawdopodobnie w wigkszo$ci obejmuje obszar potozony poza
koncem 3' genu. Schemat ten rowniez thumaczy, dlaczego nie udato si¢ amplifikowaé za
pomoca PCR mniejszych fragmentéw tego 6000 nukleotydowego obszaru. Otéz startery
wykorzystywane w tych reakcjach potozone byly w rejonie, ktory nie obejmowat
znalezionego fragmentu jhbp.

Z niniejszych rozwazan wida¢, ze przy poszukiwaniu sekwencji pojedynczego genu
istotne znaczenie dla osiagnigcia celu ma przyjeta strategia oraz, ze podjeta decyzja zmiany

techniki byta stuszna i1 dzigki temu projekt zakonczyt si¢ sukcesem.

8.1.2 Wybor techniki sekwencjonowania

W badaniach nad poznaniem sekwencji gendw, szczegdlnie w przypadku duzych
konsorcjéw czynnikami ograniczajacymi postgpy W pracy sa glownie: reakcja
sekwencjonowania, strategia sekwencjonowania, mozliwosci obliczeniowe komputerow
analizujacych wyniki. Majac jednak na uwadze szybki rozwdj technologii informatycznych,
ostatni z wymienionych czynnikow jest coraz mniej ograniczajacy. Jezeli chodzi o techniki
sekwencjonowania to najpopularniejsza i do dzisiaj z powodzeniem stosowana jest odkryta w
1977 przez Sanger i wsp metoda sekwencjonowania przez kontrolowana terminacje¢ replikacji
(ang., chain termination method). Od czasu odkrycia wprowadzono do niej wiele udoskonalen
1 usprawnien, migdzy innymi tzw. cykliczne sekwencjonowanie, ale mimo tego w
pojedynczej reakcji mozna odczytac tylko okoto 1000 pz. Jest to ilos¢, ktéra zdecydowanie
nie zadawalata pracujacych nad projektami sekwencjonowania genomoéw, dlatego wysitki
skierowano w strong¢ zwigkszenia ilo$ci odczytywanych jednocze$nie reakcji. Dlatego
zastapiono tradycyjny rozdziat elektroforetyczny na Zelu poliakrylamidowym, elektroforeza

kapilarna. W roku 1999 przedstawiono systemy, w ktorych mozna bylo réwnocze$nie
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analizowac 96 reakcji (Mullikin i McMurragy, 1999) a pdzniej nawet 1024 reakcje (Rogers,
1999). Stosunkowo niedawno pojawily si¢ nowe techniki sekwencjonowania, migdzy innymi
pirosekwencjonowanie (szybsze 1 nie wymaga rozdzialu elektroforetycznego fragmentow
DNA) (Ronaghi i wsp., 1998) oraz sekwencjonowanie przez hybrydyzacj¢ (Drmanac i wsp.,
1989).

W niniejszej pracy postugiwano si¢ metoda cyklicznego sekwencjonowania (szczegoty:
Materiaty i Metody, rozdz. 6.2.10), ktora byta najlepsza, jaka mogliSmy stosowaé na
posiadanym sekwenatorze AlfExpress™. Maksymalna wydajnos$¢ reakcji jaka osiagnigto to
~900 pz i niewiele si¢ r6zni od tej uzyskiwanej przy rozdziale w kapilarach. Przecigtnie
jednak, z matym marginesem biedu, odczytywano 500-700 pz. Duze znaczenie dla jakosci
sekwencjonowania, tzn. ilo$ci zidentyfikowanych nukleotydéw miata czysto§¢ matrycy DNA.
Jezeli zawierata zbyt duzo biatek (wspotczynnik Ajeo/Azso< 1,7) wtedy odczytywano bardzo
maty fragment sekwencji, dlatego zwykle kwalifikowano probke do sekwencjonowania, jezeli
1,8< Azs0/Anso <1,9. Ze wzgledu na strategie poznania genu, jaka ostatecznie obrano (genome
walking), najistotniejszym elementem eksperymentu byta wydajno$¢ pojedynczej reakcji,
sekwencjonowania, poniewaz od niej zalezala ilo$¢ ,,krokéw”, w ktorych odczytana zostanie

cata sekwencja genu.

8.2 Porownanie genow jhbp z G. mellonella oraz M. sexta

8.2.1 Ogolna architektura genow i ich sekwencje

Poniewaz nie udato nam si¢ wygra¢ wyscigu o poznanie pierwszej sekwencji genu jhbp u
owadow, wigc postanowilismy pdj§¢ w kierunku analizy i poréwnania obu genow.

Dotychczas poréwnywano tylko sekwencje aminokwasowe JHBP. Zauwazono wysoki
stopien identycznos$ci dla tych biatek z G. mellonella oraz M. sexta i dwdch jeszcze znanych
sekwencji z H. virescens oraz z B. mori (Rodriguez Parkitna i wsp., 2002). Analizy te
pokazaty, Zze na 227 pozycji we wszystkich sekwencjach, 57 jest obsadzonych przez
identyczne aminokwasy. Ponadto obecne u G. mellonella cztery reszty cysteilowe sa
zachowane takze u pozostatych owadéw (Rodriguez Parkitna i wsp., 2002), ktore posiadaja 5
lub 6 reszt cysteilowych w dojrzalym biatku. W przypadku sekwencji nukleotydowej czesci
kodujacej genu jhbp z G. mellonella 1 M. sexta podobiefistwo jest mniejsze 1 wynosi nie
wigcej niz 30%.

Powierzchowne spojrzenie na ilo$¢ oraz rozmieszczenie intronéw i eksonow pozwala
wyciagna¢ wnioski, ze ogbélna organizacja dwoch gendéw, pochodzacych z blisko

spokrewnionych, bo nalezacych do jednego rzedu - Lepidoptera owadoéw, jest bardzo
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podobna. Obydwa geny zawieraja po pig¢ eksondéw i cztery introny, ktére maja takie same
fazy oraz sa podobnie, ale nie identycznie umiejscowione pomiedzy odcinkami kodujacymi
(Rys. 28 1 Tabela 8). Podobienstwo to pomogto w identyfikacji potozenia intronéw w jhbp z
G. mellonella (Rys. 15).

Szczegotowa analiza pokazuje, ze mimo zachowanej w ewolucji struktury i duzego
podobienstwa w sekwencji aminokwasowej geny te sa odmienne, szczegdlnie w rejonach

niekodujacych (Rys. 28 i Tabela 6). Pierwsza istotna roznica jest dluzszy az o ponad 3000 pz

Jjhbp z G. mellonella

El EII EIII ElIVH EV
I !aza | . !aza! I !aza | I’aza l.

Jjhbp z M. sexta

EI EII EIII EIV EV
faza 1 faza 2 faza 1 'aza |

Rys. 28 Schemat struktury genow jhbp z G. mellonella i M. sexta. Na rysunku
przedstawiono ukfad oraz wielkosci intronéw oraz eksondéw w obu genach jhbp z
zachowaniem proporcji. Kolorem niebieskim i literkg P oznaczono obszar promotora,
kolorem czerwonym i symbolami od El do EV kolejne eksony a na zielono i literami od A do
D obszary intronow.

transkrypt u G. mellonella, co wynika przede wszystkim z innej dtugosci poszczegodlnych
introndw (Rys. 28 1 Tabela 6). Wprawdzie otwarta ramka odczytu u M. sexta jest krotsza
tylko o 3 nukleotydy, natomiast sekwencja cDNA az o 178 (Tabela 6). Przygladajac si¢ blizej

Tabela 6 Krétka charakterystyka genéw jhbp z G. mellonella i M. sexta oraz ich
elementéw promotora rdzeniowego.

Charakterystyka genu jhbp G. mellonella M. sexta
Dtugosé¢ transkryptu 9750 6663
Diugos¢ cDNA 1024 846
Otwarta ramka odczytu dla JHBP 735 732
Sekwencja potencjalnej kasety TATA -29 TATAAA -24 -31 TATATATA -23
Sekwencja potencjalnego Inr +14 TCAGTA +19 -2 TCAGTT +5
Sekwencja potencjalnego DPE +38 AGGTG +43 +28 ACCGT +32

sekwencji pierwszego eksonu zauwazono, ze w jhbp z G. mellonella koduje on 18
aminokwasow, ktére zgodnie z regutami von Heijne'go (von Heijne, 1990), wraz z dwoma

nukleotydami z eksonu drugiego, stanowia sekwencje sygnatowa kierujaca biatko na
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zewnatrz komorki i odcinana przez peptydazy sygnalowe. Natomiast u M. sexta ten sam
ekson koduje 20 aminokwasow, z ktorych 18 przypada na sekwencj¢ sygnatowa a pozostate
dwa naleza juz do dojrzatego biatka. Wskazuje to na nieco odmienny sposob rozpoznawania

sekwencji kierujacej u obu gatunkow.

8.2.2 Potencjalne elementy regulatorowe

Mogtoby si¢ wydawac, ze regulacja ekspresji jhbp u M. sexta 1 G. mellonella, ze wzgledu
na ich bliskie pokrewienstwo, powinna by¢ przynajmniej podobna, bo po c6z natura miataby
wymysla¢ odmienna $ciezke kontroli dla kazdego z gatunkoéw. Aby dociec prawdy podjeto
probe znalezienia i analizy potencjalnych elementow regulatorowych obecnych w obu genach
jhbp, ktore moga by¢ odpowiedzialne za regulacjg procesu transkrypcji.

W pierwszej kolejnosci przyjrzano si¢ sekwencji promotora rdzeniowego. Orth i wsp.
(2003) w pracy o genie jhbp z M. sexta wskazali na istnienie w tym rejonie trzech
potencjalnych elementow regulatorowych: kasety TATA (-31 TATATATA -23), elementu Inr
(-2 TCAGTT +5) oraz DPE (+28 ACCGT +32) (Tabela 6). W tym samym obszarze dla genu
z G. mellonella takze wskazano trzy potencjalne elementy, ale ich sekwencje i1 potozenia sa
odmienne (Tabela 6). Najbardziej podobne w obu genach sa kasety TATA ze wzgledu na
zblizona lokalizacje i podobna sekwencjg¢. Pozostale dwa elementy roznia si¢ znacznie
umiejscowieniem a takze sekwencja DPE. Swiadczy¢ to moze o tym, ze albo wskazane
elementy Inr i DPE sa niefunkcjonalne a kompleks transkrypcyjny tworzy si¢ tylko przy
pomocy kasety TATA, albo badane promotory maja zupetlie odmienna budowa i regulacja
transkrypcji jhbp rézni si¢ u obu gatunkow owadow.

Podjeto w niniejszej pracy takze probg znalezienia potencjalnych elementéw
regulatorowych w promotorze dystalnym jhbp, zardwno z G. mellonella jak i za M. sexta
mimo, iz pierwsze analizy obliczeniowe tego ostatniego zostaty przeprowadzone przez Orth i
wsp. (2003). Wskazali oni za pomoca programu Matlnspector v2.2 istnienie w rejonie do -
1000 nukleotydu jedenastu potencjalnych miejsc wiazania GATAI1, 3 oraz C/EPBa i p.
Poniewaz wymienione czynniki sa zwiazane z regulacja dojrzewania komorek krwi u
zwierzat wyzszych, nie wydaje si¢ wigc prawdopodobne, ze beda wystepowacé u owadow.
Ponadto zidentyfikowano dwie sekwencje prawdopodobnie oddzialujace z receptorem
ekdyzonu w pozycjach, -5806 i -5880 (Orth 1 wsp., 2003), a wigc w zupelnie odmiennych
potozeniach niz u G. mellonella, gdzie w pozycjach -1053, -960 i -475 znaleziono potencjalne
miejsca wiazania tylko jednego ze sktadnikéw funkcjonalnego receptora ekdyzonu - biatka

Usp (elementy I - ITII CF1/Usp).
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Tabela 7 Poréwnanie elementéw regulatorowych w promotorach dystalnych
G. mellonella i M. sexta.

llo§¢ miejsc wigzacych w
Nazwa czynnika oraz jego funkcja promotorze®
G. mellonella M. sexta

Hunchback (gen segmentacji,
aktywuje kaskade gendéw koniecznych 1(+) -
do rozwoju tutowia

Heat shock factor (czynnik aktywujacy 6 (+) 9(+)
biosynteze biatek szoku cieplnego) 6 (-) 1(-)
Ultrabithorax (gen segmentaciji, reguluje 1() i
formowanie sie skrzydet)
Broad-Complex Z3 (wczesny gen odpowiedzi 1(+) 1()
na 20E)

EIf-1 reguluje ekspresje gendw podczas
aktywacji limfocytéw T)
Chorion factor 1/ ultraspiracle (“sierocy”

receptor jgdrowy, tworzy razem z EcR 1(+) -
funkcjonalny receptor dla 20E)
CF2-1 - 1(-)
Broad-Complex Z1 (wczesny gen odpowiedzi ) 1(+)
na 20E)
Abdominal-B - 2 (+)

@ Znaki (+) i (-) wskazujg czy dana sekwencja jest na nici kodujgcej, czy niekodujace;.

Ze wzgledu na znaczny rozwoj narzedzi do poszukiwania sekwencji regulatorowych, w
niniejszej pracy przeprowadzono ponowna analiz¢ 1945 nukleotydéw promotora genu jhbp z
M. sexta wraz z analiza takiego samego odcinka promotora z G. mellonella. Niektore
znalezione przy pomocy programu Match® potencjalne elementy regulatorowe wystepuja w
obu promotorach (Tabela 7). Natomiast sekwencje dla czynnikéw Hb, Ubx, Elf-1, CF1/Usp
sa obecne tylko u G. mellonella, a takie jak CF2-II, BR-C Z1, Abd-B wystgpuja wylacznie u
M. sexta. Niektore z elementéw, migdzy innymi HSE (ang., Heat Shock Element), powtarzaja
si¢ kilkakrotnie w sekwencji. Element HSE aktywuje biosynteze biatek szoku cieplnego
poprzez zwigzanie HSF (Fernandes 1 wsp., 1994). Funkcjonalny HSE jest zwykle ztozony z
trzech odwrotnie powtorzonych pentamerow. W niektérych przypadkach pomigdzy
sekwencjami znajduja si¢ krotkie odstepniki (Manuel i wsp., 2002) Dla D. melanogaster
pokazano, ze do prawidlowego zwiazania HSF z sekwencja in vitro wystarczaja tylko dwa
odwrécone powtdrzenia HSE (Perisic 1 wsp., 1989) zawierajace pie¢ nukleotydow z rdzeniem
o sekwencji -GAA-. Uklad elementow ,,glowa do glowy” jak i ,,ogon do ogona” maja

podobne powinowactwo do HSF 1 wykazuja podwdjna symetrig. W promotorze G. mellonella
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znajduja si¢ trzy HSE potozone blisko siebie, w pozycjach: -382, -389 i -395 (Tabela 4,
pogrubiona czcionka), dwa z nich to bezposrednie powtdrzenia z pojedynczym odstgpnikiem,
a trzeci to odwrdcone powtoérzenie z odstepnikiem dwunukleotydowym. Elementy te, ze
wzgledu na swoje podobne ulozenie jak w funkcjonalnych HSE, moga prawdopodobnie
uczestniczy¢ w odpowiedzi na czynniki stresowe. W promotorze M. sexta znajduja si¢ az
cztery HSE potozone od siebie w odstgpach co dwa nukleotydy, ale niestety wszystkie sa
bezposrednimi powtdrzeniami, co jak mozna wnosi¢ z dotychczasowych wynikow badan w
tym zakresie (Perisic i wsp., 1989), prawdopodobnie dyskwalifikuje je jako elementy
funkcjonalne.

Z analizy obszarow promotorowych gendéw jhbp z G. mellonella oraz M. sexta nasuwaja
si¢ wnioski, ze w regionach tych raczej trudno znalez¢ podobne elementy regulatorowe.
Jedynym wspolnym potencjalnym elementem regulatorowym, ktérego zaréwno sekwencja
jak 1 potozenie w obu promotorach sa zblizone jest kaseta TATA. Jak wspomniano juz
wczesniej, by¢ moze kompleks transkrypcyjny jest ,,zakotwiczany” w promotorze tylko
poprzez ten element. Jednoznaczna odpowiedZ na pytanie, czy jedynym funkcjonalnym
elementem promotora jhbp jest kaseta TATA, powinny da¢ badania funkcjonalne,
prowadzone w ramach naszego zespotu przez mgr inz. Ani¢ Cimicka-Niewiadomska. W
przypadku promotora dystalnego istnieje mozliwos¢, ze wspdlne dla obu genow elementy

regulatorowe znajduja si¢ poza zbadanym dotychczas obszarem.

8.2.3 Budowa i pochodzenie intronow

Zaglebiajac si¢ w tematyke introndw zainteresowali§my si¢ istotna dla prawidtowego i
precyzyjnego wycinania sekwencji wtraconych sprawa, czyli miejscami splicingu. Z
przedstawionego w Tabeli 8 zestawienia wynika, ze wszystkie introny z jhbp naleza do grupy,
ktora charakteryzuja sekwencje "GU-AG” na koncach. Jest to najliczniej reprezentowana
wsrod wszystkich organizméw grupa intronéw. Ogromna wigkszo$¢ tych intronéw jest
wycinana z pierwotnego transkryptu przez spliceosom U2-zalezny, ale istnieja takze Ul2-
zalezne. W przypadku D. melanogaster przewaga jest bardzo duza, poniewaz na 40 648
intronéw U2-zaleznych przypada tylko 11 Ul2-zaleznych (Sheth i wsp., 2006). Z tego, ze
istnieje bardzo mate prawdopodobienstwo, ze introny z jabp moglyby by¢ Ul2-zalezne nie
wynika, ze z takimi nie mamy do czynienia w przypadku jhbp. Dlatego sprawdzilismy to
doktadnie biorac pod uwagg, poza statystyka, takze inne kryteria klasyfikacji. Ulatwita to
publikacja Sheth i wsp. (2006), ktorzy nie tylko podzielili 40 648 introndw typu GU-AG z
D. mellanogaster na introny U2-zalezne i1 Ul2-zalezne, ale takze porownali ich miejsca

splicingowe 3' 1 5' (Rys. 29). Z tego zestawienia wynika, ze koniec 5' w intronach U12-
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Tabela 8 Poréwnanie potozenia intronéw i ich miejsc splicingowych obecnych w

genach jhbp z G .mellonella i M. sexta.

5’ miejsce 3’ miejsce
splicingowe splicingowe o
Sekwencja konsensusowa Potozenie Polozenie Dhugos¢
polaczenia intron-ekson w wmRNA* | pre—* intronow
pre-mRNA u krggowcow mRNA (pz)
(Long and Deutsch,
AAGGTAAGT ... | .. (Py),TNCAGGT
1999)

Intron A G. mellonella | CGGGTAAGT ... .. TTTGCAGAT| 106-107 | 107-4561 4455

M .sexta AAGGTGAQGT ... .. TTTCCAGGG| 101-102 | 102-1138 1037
Intron B G. mellonella | CACGTAAGT ... .. TTTTTAGAT| 347-348 |4803-7121| 2319

M. sexta CAGGTAAAT ... | ... TTAACAGGA| 330-331 | 1368-4961 | 3594
Intron C G. mellonella | CTAGTAAGT ... .. ATTACAGGC| 471-472 | 7247-8341 | 1095

M. sexta CAAGTAAGT ... .. TTTACAGGC| 455-456 |5087-5867 | 781
Intron D G. mellonella | TTGGTATGA ... .. TTTACAGAT| 624-625 |8495-9351 857

M. sexta AAGGTGTGT ... ... TTCCCAGAT| 618-619 |6021-6423 | 403

* Pozycja +1 odpowiada pierwszemu transkrybowanemu nukleotydowi
** Orth i wsp., 2003

Istotne dla splicingu nukleotydy potozone w sekwencji eksonowej i intronowej otaczajgcej miejsce
splicingowe oznaczono odpowiednio szarymi i czarnymi kolumnami.

Sekwencje eksonowe sg oznaczone szarymi, pochylymi literami, natomiast intronowe czarnymi.
Nukleotydy odbiegajace od sekwencji zgodnej zostaty pogrubione.

zaleznych jest szczegodlnie silnie zachowany. Ogolnie z badan intronow u wielu, nawet
odleglych ewolucyjnie, gatunkow wynika, ze introny typu Ul2 maja bardziej zachowana
sekwencj¢ w czgsci intronowej miejsca splicingowego niz U2. Natomiast w intronach typu
U2 czg$¢ informacji o miejscu splicingowym jest zachowana takze w obszarze eksonowym.
Poréwnujac znalezione w obu genach jhbp introny (Tabela 8) z Rysunkiem 29 okazuje si¢, ze
zaden z introné6w nie ma na koncu 5' sekwencji, ktora odpowiadataby tej dla intronow U12-
zaleznych. Ponadto introny z jhbp na koncu 3' maja charakterystyczny dla tych U2-zaleznych
ciag reszt pirymidynowych. Sa to argumenty wystarczajaco przekonujace, zeby
zaklasyfikowaé wszystkie introny z genow jhbp do grupy U2-zaleznych.

Z najnowszych badan nad fazami introndw i czasem ich pojawienia si¢ w toku ewolucji
wynika, ze introny ,stare” sa zachowane genach organizmoéw pochodzacych z rdéznych
krolestw lub dwoch odleglych linii rozwojowych natomiast ,,nowe” sa charakterystyczne
tylko dla pojedynczych linii rozwojowych (Sverdlov i wsp., 2003). Jak dotychczas
wystepowanie JHBP udowodniono tylko w obrgbie gromady owadow, mozna wigc sadzié,

wedle podanej powyzej definicji, ze introny w genie jhbp naleza do grupy ,,nowych”.
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Rys. 29 Poréwnanie miejsc splicingowych wszystkich znanych intronéw typu
¥*GU-AG® z D. melanogaster (wg Sheth i wsp., 2006). Na histogramach przedstawiono
czestos¢ wystepowania poszczegodlnych nukleotydow w obrebie miejsc splicingowych w
intronach U2 i U12-zaleznych. Kolor zielony odpowiada reszcie adenylowej (A), niebieski
cytydylowej (C), czarny guanylowej (G), a czerwony tymidylowej (T).

Ciekawe wydaje si¢ takze to, ze zaden z introndw w jhbp nie jest w fazie 0, ktora przewaza
zarowno wsrod ,,starych” jak 1 ,,nowych” intronéw nad fazami 1 i 2. Ponadto nadmiar fazy 0
jest szczegdlnie widoczny wsrdd introndw ,,nowych” (Sverdlov 1 wsp., 2003). Wedtug badan
introny fazy 0 zajmuja w genach bardziej zachowawcze rejony niz introny fazy 1 i 2, ktore
czesciej podlegaja mutacjom opartym na delecji sekwencji intronowych (Rogers, 1990;
Lynch, 2002). Moze to stanowi¢ wytlumaczenie dla sytuacji jaka ma miejsce w przypadku
jhbp z G. mellonella, gdzie w eksperymencie amplifikacji introndw zaobserwowano, ze w

puli DNA genomowego wystgpuja kopie genu, ktore nie zawierajq intronu B (Rys. 16).

8.3 Czy JHBP nalezy do rodziny lipokalin?

W oparciu o model drugorzedowej struktury JHBP z G. mellonella zaproponowano, ze
biatko to nalezy do nadrodziny kalicyn (Rodriguez Parkitna i wsp., 2002). Do tej duzej grupy
bialek naleza m.in. lipokaliny, awidyny i biatka wiazace kwasy ttuszczowe (FABP, ang.,
Fatty Acid Binding Protein). Czasteczki zaklasyfikowane do kalicyn zawieraja

charakterystyczne struktury drugorzgdowe w postaci tak zwanej B-beczki, na ktora sktada sig:
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a-helisa, osiem [-struktur 1 dwie «-helisy na koncu C. Podobienstwo struktur
pierwszorzedowych tych biatek jest bardzo mate, jednak ich struktury drugorzedowe sa
zachowane, dlatego przypuszcza sig, ze informacja, ktora jest zachowana w toku ewolucji jest
podobna organizacja gendéw. Poréwnano wigc struktury gendw przedstawicieli rodzin
nalezacych do nadrodziny kalicyn oraz JHBP (Rys. 28). Dodatkowo przedstawiono takze
wymodelowana strukture drugorzedowa JHBP z G. mellonella (Rodriguez Parkitna i wsp.,
2002). Z doniesien literaturowych wynika, ze w nadrodzinie kalicyn, wszystkie lipokaliny
maja podobna organizacj¢ genow, podczas gdy awidyny (biatka wiazace biotyng) i FABP
posiadaja odmienng struktur¢ eksondéw i introndéw, przez co naleza do oddzielnej galezi
ewolucyjnej (Mans i Neitz, 2004). Geny lipokalin posiadaja od 4 do 8 eksonéw. Ich pozycje
oraz potozenia i1 fazy intronow pozwolity na skonstruowanie drzewa filogenetycznego, ktore
okazato si¢ by¢ bardzo podobne do tego opracowanego na podstawie sekwencji biatek (Salier,
2000). Badania prowadzone przez Sanchez i wsp. (2003) pokazaly, ze lipokaliny wystepujace
u stawonogow maja tylko 3 — 4 introny (A —D). Na przyktadzie rbp z R. norvegicus mozna
sadzi¢, iz exon 2 tego genu powstat poprzez potaczenie dwdch pierwotnych eksonow 213 z
roOwnoczesna utrata intronu B.

Zestawienie, jakie przedstawiono na Rysunku 30 mialo na celu pom6c w odpowiedzi na
tytutowe pytanie oraz sprobowac sie¢ zaglebi¢ w tajemnice pochodzenia genu jhbp i1
organizacj¢ budowy nadrodziny kalicyn. Przyklady przedstawicieli poszczegdlnych rodzin to:
rbp i icyA — lipokaliny; avr7 — awidyny oraz epidermalny fabp — biatka wiazace kwasy
thuszczowe. Wyraznie wida¢, ze nie ma wigkszych korelacji w organizacji gendw pomigdzy
JHBP a przedstawicielem awidyn, czy FABP. Podobienstwa natomiast sa wigksze przy
poréwnaniu JHBP do RBP, gdzie organizacja eksondéw jak i fazy intronéw B, C i D sa
identyczne. Takie podobienstwo wskazywatoby na to, ze sposrdéd badanych gendow te dwa sa
blizej spokrewnione. Wniosek ten pozostaje w zgodzie z wezesniejszymi sugestiami, ze JHBP
ogolnie mozna zaklasyfikowa¢ do nadrodziny kalicyn (Rodriguez Parkitna i wsp., 2002) a
szczegllnie, jak wskazuje powyzsze rozwazanie, do rodziny lipokalin. Interesujacym
réwniez wydaje sig, ze intron A jhbp jest w fazie 1, a nie tak jak introny innych lipokalin w 0.
Moze to wskazywac na pdzniejsze pojawienie si¢ tego intronu podczas ewolucji tej rodziny

bialek.
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Wymodelowana struktura drugorzedowa JHBP

Uit W1

G. mellonellajhbp L - En 2 {EMH-EIV H{ 57
| R.norvegicus rop [l O 12 H{

(biatko wigzgce retinol)

+ M. sexta icyA . }—O—{ |‘1—{ }_1_{ .

(insektycyjanina)

G. gallus avr7 I:I—O—{ |—1—{ }—2—[.

(awidyna)

M. musculus fabpe D‘L{ }‘0—{ }_(LE_

— biatko wigzace kwasy ttuszczowe)

przedstawiciele nadrodziny kalicyn

Rys. 30 Organizacja genow w nadrodzinie kalicyn i jAbp. Na gorze rysunku pokazano
wymodelowang strukture drugorzedowq dojrzatego JHBP (Rodriguez Parkitna i wsp.,
2002) w odniesieniu do rozmieszczenia eksonéw (El, Ell, Elll, EIV, EV) oraz introndw (A,
B, C, D) w genie. Wstazki odpowiadjg o-helisom a strzatki B-strukturom. Ponizej
zaprezentowano schematycznie pozycje eksonow i intronédw w genach biatek nalezacych
do wybranych przedstawicieli nadrodziny kalicyn (Rattus norvegicus rbp (M10610); M.
sexta insektycyjanina A (X64714); Gallus gallus awidyna 7 (AJ237659) i Mus musculus
biatko wigzgce kwasy ttuszczowe (AJ223066). Puste prostokaty reprezentujg sekwencije
kodujace, natomiast szare reprezentujg sekwencje niekodujgce. Dtugosci poszczegdinych
eksonow sg proporcjonalne. Pomiedzy eksonami pokazano fazy intronéw (0 lub 1, lub 2).

8.4 Porownanie elementow promotora rdzeniowego jhbp z innymi

promotorami genow owadzich

Analiza promotora rdzeniowego dostarcza nam podstawowych informacji na temat
mechanizmu transkrypcji. Elementy regulatorowe wystgpujace w tym obszarze wskazuja na
umiejscowienie gldownych czynnikéw transkrypcyjnych, ale takze sa sekwencjami mogacymi
oddziatywa¢ z czynnikami regulatorowymi.

Analiza nieduzej grupy naturalnych promotoréw D. melanogaster, zawierajacej w sumie
205 sekwencji wskazata, ze kaseta TATA wystgpuje w 42,4%, Inr w 67,3% 1 DPE w 40%
(Kutach i Kadonaga, 2000). Ponadto okoto 31% promotorow nie zawierato ani kasety TATA,
ani DPE. Biorac pod uwage powyzsze trzy elementy, pokazano, ze wigkszo$¢ promotorow
rdzeniowych gendow kodujacych biatka z D. melanogaster, mozna sklasyfikowa¢ w dwoch

grupach (Smale, 2001). Pierwsza to promotory zawierajace kaset¢ TATA, potozona w
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obszarze -25 - (-30) pz, wspoétdziatajaca z Inr obejmujacym miejsce startu transkrypcji. Do
drugiej grupy naleza promotory z elementem Inr oraz DPE, zlokalizowanym zwykle od +28
do +32 pz. Analiza statystyczna wigkszej grupy 1941 promotordéw, przeprowadzona pdzniej
przez Ohler 1 wsp. (2002), wskazata na istnienie nowego elementu — MTE potozonego od +20
do +30 pz. Jego obecno$¢ w promotorze rdzeniowym moze prawdopodobnie rekompensowac
brak zarowno kasety TATA jak 1 DPE, poniewaz funkcjonuje niezaleznie od innych
elementdow (Lim i wsp., 2004). MTE prowadzi transkrypcje w potaczeniu z Inr, ale
zaobserwowano takze synergistyczne oddziatywanie z kaseta TATA 1 DPE (Lim 1 wsp.,
2004). MTE wydaje si¢ by¢ konserwowanym ewolucyjnie elementem od Drosophila do
cztowieka.

W $wietle powyzszych odkry¢ interesujacym wydaje si¢ rozwazenie, jakiego typu promotor
rdzeniowy posiada gen jhbp. Pomimo, ze og6lna organizacja genow jhbp z G. mellonella i
M. sexta jest podobna, to sekwencje 1 pozycje elementow regulatorowych w rdzeniu
promotora rdznia si¢ znaczaco (Tabela 6). Sekwencja kasety TATA u G. mellonella jest
identyczna z sekwencja zgodna dla tego elementu (Rys. 31) (Butler i Kadonaga, 2002) ale
rozni si¢ jednym nukleotydem od tej z M. sexta (-31 TATATATA -23). Z drugiej strony,
charakterystyczna dla owadow, obejmujaca miejsce startu transkrypcji, sekwencja Inr znajduje
si¢ w promotorze M. sexta (-2 TCAGTT +4), natomiast u G. mellonella jest odmienna od
sekwencji zgodnej zarowno w swym potozeniu jak i na jednej pozycji nukleotydowej od
strony 3' (Rys. 31 1 Tabela 6). Wskazano takze prawdopodobna sekwencj¢ DPE w
rdzeniowym promotorze G. mellonella, ktdra rozpoczyna si¢ dopiero na +38 nukleotydzie

natomiast jest potozona w  odpowiedniej odlegtosci od Inr. Dotychczas

kaseta TATA Inr DPE Met
ATGTTCATATINIE T TTGA... TAAACIGCAGAATTGTTOTGIGIATATTGCCGTCAATCACACINBIBIMBIGATACCACAAT G
-29 do -24 +1 +14 do +19 +38 do +42

Sekwencje konsensusowe dla Drosophila

TATAAA TCJ:GT T
-31 do -26 re
-2 do +4 +28 do +32

Rys. 31 Poréwnanie potencjalnych elementéw regulatorowych promotora
rdzeniowego jhbp i sekwencji zgodnych dla D. melanogaster. Panel A przedstawia
fragment promotora rdzeniowego od -38 nukleotydu do pierwszego kodonu metioniny
(Met). Potencjalne elementy regulatorowe wyrézniono w ramkach i podano ich potozenie
w genie jhbp. Na panelu B widniejg sekwencje zgodne dla elementéw rdzeniowego
promotora z D. melanogaster oraz ich potozenia.
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opublikowano, ze funkcjonalny DPE jest zawsze powiazany z Inr, ale powinien by¢
zlokalizowany od +28 do +32 pz (Butler i Kadonaga, 2002; Kadonaga, 2002). W pracy o
genie jhbp z M. sexta autorzy wskazuja DPE w potozeniu odpowiednim dla tego elementu
(28-32 pz) (Orth i wsp., 2003), jednak sekwencja jego (+28 ACCGT +32) rdzni si¢ od
konsensusu na pozycji +29 1 +30 (Tabela 6 1 Rys. 31), z czego miejsce +29 jest kluczowe i
odpowiedzialne za funkcjonalno$¢. Z kolei DPE z jhbp z G. mellonella rézni si¢ od
konsensusu tylko jednym nukleotydem w pozycji uznang za zmienna (Rys. 31). Wydaje si¢
wige, ze glownymi czynnikami, ktéore prawdopodobnie wykluczaja element DPE u
Lepidoptera z roli podstawowego czynnika transkrypcyjnego jest albo, tak jak ma to miejsce u
G. mellonella, jego nieprawidlowe potozenie, albo odmienno$¢ od sekwencji zgodnej, tak jak
to ma miejsce u M. sexta. Poniewaz nie wskazano w promotorze rdzeniowym jhbp elementu
MTE ani zadnych innych sekwencji regulatorowych, wydaje si¢ by¢ prawdopodobne, ze
ekspresja tego genu u wymienionych gatunkow znajduje si¢ pod kontrola kasety TATA oraz
Inr co klasyfikowatoby promotor do grupy TATA-Inr (Kutach i Kadonaga, 2000). W
przypadku G. mellonella nie mozna wykluczy¢, ze ze wzgledu na swoje potozenie (14-19 pz),
takze element Inr jest niefunkcjonalny i podstawowy kompleks transkrypcyjny jest
organizowany tylko przez kaset¢ TATA.

Rozwazania powyzsze otwieraja droge do nowych eksperymentéw zmierzajacych do
odpowiedzi na pytanie, w jaki sposob funkcjonuje promotor rdzeniowy jhbp, i ktore ze

wskazanych elementdéw sa funkcjonalne.

8.5 Potencjalne elementy regulatorowe w intronach jhbp z G. mellonella
Analiza sekwencji introndw A, B 1 C wskazala istnienie charakterystycznych elementow
regulatorowych wiazacych biatko BR-C (Tabela 4). Istnieja przestanki mowiace, ze
prawdopodobnie geny BR-C oraz E754 sa miejscami krzyzowania si¢ szlakow przekazywania
sygnatéw pochodzacych od JH i 20E. Zostato pokazane, ze indukowane przez 20E biatko
BR-C jest niezbedne do prawidlowego rozwoju owada, a szczeg6lnie podczas apoptozy
tkanek larwalnych (Renault 1 wsp., 2001). Hormon juwenilny rowniez ma wptyw na poziom
biatka BR-C u owadow (Dubrovsky, 2005). Z jednej strony zapobiega indukcji jego ekspres;ji
przez 20E podczas przeksztatcania z larwy w poczwarke, z drugiej strony w trakcie
przemiany w posta¢ dorosta, ktéra zachodzi pod nieobecnos¢ BR-C, wysoki poziom JH
uniemozliwia wylaczenie ekspresji genu BR-C (Zhou i Riddiford, 2001; Zhou i Riddiford,
2002; Riddiford i wsp., 2003). Zaobserwowano takze mozliwos¢ ponownej indukcji syntezy
BR-C pod wplywem obecnosci JH, co prowadzi do dodatkowego przepoczwarzenia. Warto

zauwazy¢, ze biatko BR-C koordynuje przekazywanie sygnatu pochodzacego od 20E do
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wielu tkanek. Ma ono migdzy innymi wptyw na réznicowanie komorek w ciele thuszczowym
larw, ktore jest gldwnym miejscem syntezy JHBP. Zostalo oszacowane, ze BR-C wiaze si¢ do
okoto 200 miejsc w genomie D. melanogaster. Obecno$¢ az osiemnastu takich potencjalnych
miejsc wiagzania w intronach genu jhbp z G. mellonella sugeruje, ze obszary te moga petnicé
szczegdlna regulatorowa role. Wymagatoby to jednak dodatkowych doswiadczen i
wyjasnienia. Obecno$¢ elementow regulatorowych dla BR-C w genie jhibp $wiadczy o tym, ze
by¢ moze wiele aspektow rozwoju G. mellonella jest kontrolowanych przez obszary
niekodujace bogate w pary AT, przede wszystkim zlokalizowane w pierwszym i drugim
intronie. Niedawne doniesienia literaturowe mowia, ze elementy regulatorowe
odpowiedzialne za ekspresje genu sa gldéwnie skupione w obszarze promotorowym oraz w

pierwszym, zwykle najdluzszym intronie (Rogozin i wsp., 2005).

8.6 Funkcjonalnos¢ elementow regulatorowych CF1/Usp wiazacych bialko
Usp

Przeszukiwanie najnowszych baz danych pokazalo istnienie tylko jednego potencjalnego
elementu wigzacego Usp. Jednak wczesniejsze poszukiwania za pomoca mniej
dopracowanych narzgdzi wskazaty trzy sekwencje, ktore analizowano pod katem
oddziatywania z bialkiem Usp. Pierwszy z elementdw zawiera siedem nukleotydéw
(GGGGTCA) obecnych w optymalnej sekwencji wiazacej Usp opisanej przez Christianson i
wsp. (1992). Kolejne dwa elementy, drugi - AGGGTCA 1 trzeci - ATGGTCA, sa takze
zblizone do konsensusu.

Eksperymenty EMSA przedstawione w wynikach pokazuja, ze sonda I wykazuje
najwyzsze powinowactwo do UspDBD. Powinowactwo to jest nawet troch¢ mocniejsze niz
obserwowane dla 4sp27EcRE (Rys. 24, pordwnaj A z D). Wynika z tego, ze wiazanie Usp
silnie zalezy od ilo$ci reszt guanidylowych obecnych po stronie 5' elementu regulatorowego.
Zaobserwowano réwniez wigzanie ECRDBD do sondy I, ktora zawiera naturalny element
wiazacy Usp pochodzacy z promotora jhbp. Wiazanie to jest jednak stabsze o okoto 10 razy
niz dla hsp27EcRE. (Rys. 24, poréwnaj E z H). W doswiadczeniach z roéwnomolarna
mieszaning UspDBD 1 EcCRDBD nie zaobserwowano kooperatywnosci w wiazaniu DNA,
podczas gdy silne synergistyczne oddzialywanie bylo obserwowane dla tych biatek z
hsp27EcRE (Niedziela-Majka 1 wsp., 2000).

Dotychczasowe doniesienia na temat funkcji Usp wskazuja, Ze receptor ten moze tworzy¢
na elementach regulatorowych zaréwno homo, jak i heterodimery. Najlepiej opisanym
przyktadem jest heterodimer EcR i Usp, ktory aktywuje ekspresje genu hsp27 po zwiazaniu

20E (Yao i wsp., 1993). Aktywno$¢ homodimeru natomiast zostala zasugerowana w pracy, w
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ktérej badano oddziatywanie rekombinowanego Usp z elementem DRI1 (bezposrednie
powtorzenie z odstgpnikiem jednonukleotydowym) w linii komorkowej Sf9 (Fang i wsp.,
2005).

Z badan footprinting prowadzonych na elemencie 4sp27EcRE z heterodimerem UspDBD
1 ECRDBD oraz z samym UspDBD wynika, ze obszar chroniony przez biatko UspDBD jest
tylko o 5 nt mniejszy od obszaru 21 nt chronionego przez heterodimer (Dobryszycki i wsp.,
2006). Eksperymenty te potwierdzaja wcze$niejsze doniesienia, ze elementem ,,kotwiczacym”
heterodimer receptora ekdysteroidowego na DNA jest biatko Usp (Niedziela-Majka i wsp.,
2000). Ponadto doswiadczenia zginania helisy DNA przez biatko pokazuja, ze UspDBD ma
najwigkszy wplyw na struktur¢ przestrzenna catego kompleksu. Pomimo, Zze w naszym
przypadku nie stwierdziliSmy kooperatywnego oddziatywania UspDBD z EcRDBD, to
niewykluczone jest, ze zwiazane do DNA bialko Usp moze tworzy¢ heterodimer z innym

biatkiem badz homodimer z druga czasteczka Usp.

8.7 Podsumowanie oraz dalsze perspektywy badan

Wyniki i analizy przedstawione w niniejszej pracy wnosza wiele nowych informacji o
genie jhbp, jego strukturze oraz potencjalnych elementach regulatorowych, ktéore moga miec
wplyw na rozwdj i metamorfozg u owaddéw. Natomiast poszukiwania fragmentéw innych
genéw w intronach jhbp 1 skojarzenie ich potozenia z zawartoscia par GC w danych
obszarach sekwencji, czy tez dokladne okreslenie dtugosci intronow, ich faz oraz miejsc
splicingowych poszerza ogdlna wiedzg o ewolucji gendw. Szczegolnie porownanie dwoch
sekwencji jhbp z M. sexta 1 G. mellonella pokazuje, ze dwa geny pochodzace z blisko
spokrewnionych ewolucyjnie owadéw moga by¢ w pewnych obszarach identyczne a w
innych zupelie odmienne. Podobienstwo jest widoczne w potozeniu i fazach intronéw oraz
w sekwencji aminokwasowej. Istotne rdznice natomiast wystgpuja na poziomie sekwencji
nukleotydowej 1 w wystepujacych potencjalnych elementach regulatorowych zaréwno
promotora rdzeniowego, jak i dystalnego.

Wiele zawartych w powyzszej rozprawie wynikow moze stanowi¢ punkt wyjscia, a
niektore juz sa podstawa, do dalszych badan. Teoretyczne rozwazania o elementach
regulatorowych promotora rdzeniowego staty si¢ fundamentem, dla juz eksperymentalnych
badan zmierzajacych do odkrycia, ktore ze wskazanych potencjalnych sekwencji
regulatorowych sa funkcjonalne i jaki maja wptyw na ekspresje jhbp. Do tego celu przyblizaja
nas doswiadczenia prowadzone w naszym laboratorium oparte o testy EMSA oraz
zapoczatkowane w niniejszej pracy testy z genem reporterowym, realizowane we wspotpracy

z dr Marcinem Schmidtem z Akademii Rolniczej w Poznaniu. Drugim istotnym watkiem
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rozprawy, ktory jest kontynuowany, stanowi zagadnienie zwigzane z potencjalnymi
elementami regulatorowymi promotora dystalnego — CF1/Usp. Przypuszcza sig, ze sa one
miejscem potaczenia dwoch szlakéw przekazywania sygnatu hormonalnego pochodzacego od
20E i1 JH u owadow. Przedstawione w pracy badania trzech miejsc CF1/Usp po raz pierwszy
pokazaty oddzialywanie tych potencjalnych elementow regulatorowych z promotora jhbp z
rekombinowanymi biatkami UspDBD oraz EcRDBD. Eksperymenty te juz zostaly
rozszerzone o analizy footprinting. TakzZe testy z genem reporterowym, zapoczatkowane w tej
rozprawie, na konstruktach zawierajacych fragmenty promotora jhbp sa kontynuowane.
Przeprowadzenie takich doswiadczen z dodaniem hormonéw 20E i JH mogloby wskazacé, czy
1 jak te niskoczasteczkowe zwiazki wplywaja na ekspresj¢ jhbp. Takze koekspresja w tym
uktadzie z biatkami Usp 1 EcR moze dalaby odpowiedZ na od dawna nierozwiazany problem
dotyczacy oddziatywania receptora ekdysteroidowego i jego liganda na zmiany w syntezie

JHBP w trakcie rozwoju owada.
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