Regulacja posttranskrypcyjna mRNA posredniczona przez biatka dekapujace 1

degradujace w cytoplazmie i ciatach przetwarzajacych Larix Decidua

Streszczenie

Znaczenie. Potranskrypcyjna kontrola stabilnosci i degradacji mRNA jest centralnym
regulatorem ekspresji genow w trakcie rozwoju, decydujac o tym, ktore transkrypty sa
dostepne do translacji 1 kiedy. W kontekscie rozwoju wcigz stabo wiemy, gdzie w komorce i
kiedy dziatajg szlaki degradacji mRNA. Dotyczy to szczegdlnie dekapingu inicjujgcego
degradacj¢ 5'—3’. Mikrosporocyty Larix decidua stanowig naturalny model: podczas dlugiego
okresu diplotenu (trwajacego kilka miesiecy) wykazano powtarzalne, cykliczne fale
transkrypcji oraz wyrazny, piecioetapowy cykl poli(A) RNA, tworzy to doskonaty model

pozwalajacy powigza¢ losy mRNA z zaprogramowanymi zdarzeniami rozwojowymi.

Luka badawcza. Liczne prace opisywaly ciatka P oraz aparat dekapingu gtownie w modelach
komorki zwierzgcej oraz poza Scisle zdefiniowanymi programami rozwojowymi. Znacznie
mniej wiadomo o tym, czy ciatka P formuja si¢ i aktywnie posrednicza w dekapingu zaleznym
od degradacji 5'—3' w trakcie rozwoju ro$lin. W mikrosporocytach Larix decidua cykl poli(A)
RNA konczy si¢ wyraznym, spadkiem (etap 5) poziomu mRNA w cytoplazmie. Nie
zweryfikowano dotad, w jakim stopniu dekaping zachodzacy w ciatkach P (DCP2, DCP5,
EDC4/VCS, LSM4) oraz nastgpujaca po nim degradacja egzonukleolityczna 5'—3’ z udziatem
XRN4 przyczyniaja si¢ do tego procesu. W konsekwencji brakuje jednoznacznych danych
faczacych zmiany liczby 1 objetosci ciatek P oraz etapowa rekrutacje tych biatek z efektami
transkryptomowymi — w szczegdlnosci ze spadkiem poziomu cytoplazmatycznego poli(A)

RNA w etapie 5 i innymi wskaznikami losow transkryptow podczas mejozy.
Cele. W rozprawie zrealizowatem trzy skoordynowane cele.

(1) Sprawdzi¢, czy ciatka P formujg si¢ 1 pelnig funkcje miejsc dekapingu/degradacji w
piecioetapowym cyklu poli(A) RNA oraz czy dekaping przyczynia si¢ do péznego spadku
poziomu poli(A).

(2) llosciowo opisac, jak miedzy etapami zmieniajg si¢ parametry ciatek P (liczba na komorke,
srednia objetos¢, rozktad klas objetosciowych) oraz ich sktad biatkowy (DCPS5, DCP2, EDC4,
LSM4, XRN4).



(3) Zidentyfikowa¢ zestawy transkryptow powigzanych z poszczegdlnymi komponentami
dekapingu metodg RIP-seq (RNA-immunoprecypitacja z sekwencjonowaniem), aby

wytypowaé kandydatéw do dalszej weryfikacji funkcjonalne;.

Cele sformutowano tak, by przejs¢ od opisu morfologicznego do wnioskowania

mechanistycznego oraz identyfikacji celéw eksperymentalnych.

Metodyka. Aby precyzyjnie powigza¢ lokalizacj¢ sygnatéw z ich zmianami w czasie rozwoju,
zastosowano mikroskopi¢ konfokalng i analiz¢ w pigciu kolejnych etapach (1-5). Oznaczano:
(1) poziom cytoplazmatycznego RNA poli(A), (ii) liczbe cialek P, ich objetos¢ i rozktad klas
objetosci, oraz (iii) rozmieszczenie i kolokalizacje biatek DCP5, DCP2, EDC4/VCS, LSM4 i
XRN4. Interakcje biatko—biatko weryfikowano za pomoca biochemicznego wzbogacania
frakcji ciatek P oraz koimmunoprecypitacji. Z kolei metoda RIP-seq (immunoprecypitacja
RNA z sekwencjonowaniem) postuzyta do identyfikacji transkryptow zwigzanych z DCP2,
DCP5, EDC4 i LSM4.

Najwazniejsze wyniki. Cialka P powstaja w diplotenie 1 ulegaja dynamicznym zmianom w
catym cyklu poli(A) RNA. Cialka $rednie (0,3-1,2 pm?) stanowig klas¢ dominujaca, natomiast
wigksze (1,2-6 um?) pojawiajg si¢ liczniej wraz z rekrutacjg skladnikow katalitycznych.
Kolejno$¢ rekrutacji biatek jest stata: DCP5 1 LSM4 (biatka organizujace 1 przygotowujace
kompleks do dekapingu) osiagaja wezesne maksimum (etap 3), nastepnie na etapie 4 uaktywnia
si¢ modut katalityczny dekapingu (DCP2, EDC4/VCS), a kolokalizacja XRN4 wyraznie ro$nie
w etapach 4-5. Wskazuje to na etap 4 jako punkt kontrolny i szczyt aktywnoSci, a na etap 5
jako fazg wygaszania 1 koncowego porzadkowania. Koimmunoprecypitacja potwierdza
istnienie rdzeniowego modutu DCP5-DCP2-EDC4, natomiast LSM4 i XRN4 wykazuja
bardziej dynamiczne, pozniejsze wiaczanie si¢ w szlak. Analiza RIP-seq zidentyfikowata 413
sekwencji (w tym 216 adnotowanych transkryptow mRNA), obejmujacych zaréwno zbidr
wspolny, jak i zestawy specyficzne dla poszczegdlnych biatek. Analiza funkcjonalna tych
transkryptow wskazala nadreprezentacj¢ procesoOw 1 komponentow zwigzanych z
mitochondriami, chloroplastami i blonami, co wskazuje konkretne transkrypty bedace

kandydatami do dalszej weryfikacji funkcjonalne;j.

Whioski. Wyniki tacznie opisuja etapowy, zalezny od dostepnosci substratu program kontroli
stabilnosci 1 degradacji cytoplazmatycznego mRNA w mikrosporocytach Larix decidua. W
tym uktadzie ciatka P sg gldéwnymi miejscami reakcji, koordynujac dekaping i nastgpujaca po

nim degradacj¢ 5'—3' w trakcie mejozy. Praca wypeknia istotng luke, pokazujac aktywnos$é



ciatek P w ramach jasno zdefiniowanego programu rozwojowego, oraz przedstawia zestaw
metod: ilo§ciowe obrazowanie, analizy molekularne oraz zweryfikowany zbiér danych RIP-
seq. Zbiezno$¢ czasowo-przestrzenna wskazuje, ze dekaping przyczynia si¢ do pdznego
spadku poziomu poli(A) RNA w diplotenie mikrosporocytow L. decidua, cho¢ najpewniej
biorg w nim udziat rowniez inne $ciezki (deadenylacja/egzosom, obnizenie transkrypcji).
Dlatego praca przedstawia konkretny plan doswiadczen i precyzuje cele molekularne, ktore

umozliwig jednoznaczne rozrdznienie tych $ciezek.



