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Streszczenie

Prawidtowy metabolizm RNA wymaga obecnosci zréznicowanych mechanizmoéow kontroli
w celu monitorowania i sprawdzania ilosci oraz jakosci powstajacych czasteczek RNA.
Mechanizmy te zachodzg podczas transkrypcji i wielu procesow post-transkrypcyjnych,
zapewniajac réwnowage puli prawidtowych RNA poprzez degradacje nieprawidtiowo
zsyntetyzowanych  lub  niefunkcjonalnych oraz zbednych transkryptow. Jednag
z najistotniejszych s$ciezek kontroli jakosci RNA jest mechanizm NMD (ang. Nonsense
Mediated Decay), ktory prowadzi do rozpoznania nieprawidtowych transkryptow
zawierajgcych przedwczesny kodon terminacji translacji PTC. Czasteczki takie powstajg
najczesciej w wyniku alternatywnego splicingu, mutacji lub btedéw podczas transkrypcji.
Gtéwng funkcja NMD jest ochrona przed akumulacjg potencjalnie szkodliwych biatek.
Ponadto NMD bierze udziat w regulacji ekspresji informacji genetycznej prawidtowych
transkryptow oraz petni role w odpowiedzi na stres. NMD jest nie tylko mechanizmem
kontroli jakosci RNA ale ma réwniez znaczenie dla homeostazy komérkowe;j.

W pracy doktorskiej przedstawiono wyniki badan roslinnego mechanizmu NMD u modelowej
rosliny Arabidopsis thaliana dotyczace okreslenia interaktoréw biatka UPF1, ktére jest
gtownym efektorem NMD. Wsrdd biatek oddziatujgcych z UPF1 zidentyfikowano zaréwno
znane czynniki NMD jak réwniez nowe sktadniki potencjalnie zaangazowane w ten proces.
Wykazano udziat roslinnych helikaz DEAD-box w przebiegu NMD, w szczegdlnosci
homologdéw ludzkiej helikazy DDX3 (RH11, RH37, RH52) i helikazy DDX6 (biatka RH6, RH8
i RH12) jako, odpowiednio, pozytywnych i negatywnych regulatorow tego procesu.
Potwierdzono takze ko-lokalizacje tych helikaz z gtdwnymi czynnikami NMD, co dodatkowo
wskazuje na ich role w mechanizmie NMD.

Ponadto wyniki wstepnych badan potwierdzity zwigzek mechanizmu NMD z translacjg
i wskazaty na fizjologiczng role NMD w reakcji na stres cieplny. Co wiecej, eksperymenty
pilotazowe zasugerowaty mozliwoé¢, ze modyfikacje m°A w czasteczkach mRNA moga

przyczynic sie do regulacji wydajnosci NMD.
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Abstract

Metabolism of all RNA molecules requires various precise quality control mechanisms to
monitor their quality and quantity. They occur during transcriptional and post-transcriptional
processes, providing balance between RNA synthesis and decay by degrading incorrectly
synthesized or non-functional and unnecessary transcripts. One of the most important
cytoplasmic RNA quality control pathway is Nonsense-Mediated mRNA Decay mechanism
(NMD), which recognizes aberrant mRNAs carrying premature termination codons (PTC).
Aberrant PTC-containing transcripts most often result from alternative splicing, mutations or
transcription errors. The major function of NMD is to protect against accumulation of
potentially harmful proteins, but it also regulates the expression of genetic information of
normal transcripts and plays a role in response to stress. Therefore, NMD is not only an RNA
guality mechanism, but also contributes to cellular homeostasis.

The dissertation presents the results of analysis of the plant NMD mechanism in the model
organism Arabidopsis thaliana, mainly related to establishing interactors of UPF1 protein,
which is a major NMD factor. The identified UPF1-interacting proteins included not only
known NMD factors, but also novel potential components of the NMD machinery. The most
interesting proteins were a group of helicases from the DEAD-box family, homologues of
human DDX3 (RH11, RH37, RH52) and DDX6 (RH6, RH8 and RH12). Functional studies of
these helicases confirmed their involvement in NMD efficiency as positive and negative
regulators, respectively. Also their subcellular localization and co-localization with major
NMD factors corroborated their role in this mechanism.

In addition, results of preliminary studies supported the association of the NMD mechanism
with translation and indicated a physiological role of NMD in response to heat stress.
Moreover, pilot experiments suggested a possibility that m°A modifications in mRNA

molecules may contribute to the regulation of NMD efficiency.
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1.Wstep

U organizmoéw eukariotycznych metabolizm RNA petni kluczowg role w regulacji ekspres;ji
informacji genetycznej. W toku ewolucji powstaty liczne, precyzyjnie kontrolowane
mechanizmy monitorujgce ilo$¢ oraz jakos¢ dojrzatych czgsteczek RNA. Ich dziatanie polega
na kontrolowaniu przebiegu ztozonych proceséw obrobki RNA w celu syntezy prawidtowych
transkryptow oraz usuwaniu niefunkcjonalnych lub zbednych, co w rezultacie zabezpiecza
komorke przed powstawaniem potencjalnie szkodliwych biatek. W cytoplazmie istnieje
szereg procesow eliminujgcych wadliwe mRNA, takich jak NMD (ang. Nonsense Mediated
Decay ), NGD (ang. No-Go Decay), NSD (ang. Non-Stop Decay) czy AMD (ang. ARE-mediated
MRNA decay). Jednym z najlepiej poznanych, ktéry usuwa znaczacg grupe wadliwych mRNA
zawierajgcych przedwczesny kodon stop PTC (ang. Premature Termination Codon), jest
NMD. Po raz pierwszy NMD zostat opisany 30 lat temu w dwdch organizmach,
Caenorhabditis elegans i Saccharomyces cerevisiae (Hodgkin i in. 1989; Pulak and Anderson
1993; Leeds i in. 1991; Leeds i in. 1992). Od tego czasu wykazano, ze oprdcz degradacji
niewtasciwych transkryptéw substratami tego procesu sg réwniez prawidtowe mRNA.
Oszacowano, ze u Arabidopsis thaliana, podobnie jak u ssakéw i drozdzy, poziom ekspresji
ponad 10% gendw regulowany jest przez NMD (Rayson i in. 2012). Ponadto, najnowsze
badania w komodrkach ludzkich pokazujg, ze rowniez microRNA (miRNA), dtugie niekodujace
RNA (IncRNA; ang. long non-coding RNA) oraz mate jagderkowe RNA (snoRNA; ang. small
nuclear RNA) stanowig substraty NMD (Colombo i in. 2017). Zatem NMD petni wielorakie
funkcje w kontroli jakosci powstatych transkryptéw oraz jako istotny post-transkrypcyjny
mechanizm regulujgcy ekspresje gendw u wszystkich organizméw eukariotycznych (He &
Jacobson 2015b).

Zaburzenia kontroli jakosci RNA przez NMD powodujg zmiany w waznych procesach
komodrkowych, takich jak rozwdj, przekazywanie sygnatéw, wrodzona odpornosé czy
odpowiedZ na stres. Skutecznie dziatajgcy NMD petni istotng role w zapobieganiu wielu
choréb, m.in. PB-talasemii, dystrofii miesniowej Duchenna, mukowiscydozy, jak
i nowotworow, np. przez regulacje ekspresji BRCA1. Takze mutacje w genach kodujacych
czynniki NMD mogg wywotywac choroby, np. zmiany w UPF3b powodujg uposledzenie
umystowe, w UPF2 zaburzenia neurorozwojowe i schizofrenie, a w UPF1 nowotwor trzustki,

natomiast zaburzenie Y14, komponentu EJC (ang. Exon Junction Complex) prowadzi do
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zespotu matoptytkowosci (ang. TAR syndrome). Okoto 11% wszystkich ludzkich chordb
genetycznych jest spowodowanych nonsensownymi mutacjami, ktére generujg
przedwczesne kodony terminacji translacji w mRNA (Fatscher i in. 2015). Poprawne dziatanie
mechanizmu NMD polegajgce na usuwaniu takich wadliwych transkryptow, jest niezbedne

do prawidtowego funkcjonowania wszystkich komérek.

1.1 Prawidtowy przebieg terminacji translacji
Procesy kontroli jakosci mRNA w cytoplazmie s3 Scisle zwigzane z problemami

podczas terminacji translacji. W komorkach eukariotycznych podczas prawidtowej terminacji
translacji rybosom zostaje zatrzymany na kodonie stop (UAA, UGA lub UAG), rekrutowane sg
czynniki eRF1 i eRF3 (ang. Eukariotic Release Factor) (Sup45 i Sup35u drozdzy), a ich
oddziatywanie z biatkami PABP (ang. Poly(A) Binding Proteins) wigzgcymi ogon poli(A)
przyczynia sie do uwolnienia rybosomu i zakoiczenia translacji (Celik i in. 2014;

Schweingruberiin. 2013) (rys.1).

5
PABPC
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m7G AAAAA '6.
*7.
m7G
GTP
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. . eIF3e|F1 ADP
oddysocjowanie 60S | eF1a RIi1

m7G

rozpad mRNP )ﬁlc
v PABPC
_--e
m7G - A AAAAA

Rys. 1 Prawidtowy przebieg terminacji translacji
Poszczegdlne etapy terminacji translacji przebiegajgcej na prawidtowym kodonie stop od rozpoznania kodonu
stop przez czynniki eRF1, eRF3 na rybosomie do oddysocjowania rybosomu.
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Rolg czynnika eRF1 w miejscu A na rybosomie jest rozrdznianie prawidtowych
i nonsensownych kodondéw. Rozpoznanie kodonu stop prowadzi do zmiany konformacyjnej
eRF1 i aktywacji centrum peptydylotransferazy rybosomu prowadzacej do uwolnienia
powstatego peptydu. Z kolei czynnik eRF3 jest GTPazg, ktdra wspomaga aktywnos¢ biatka
eRF1 (Celik i in. 2014). Po hydrolizie peptydéw nastepuje oddysocjowanie kompleksu
terminacyjnego i rozdzielenie podjednostek rybosomu, ktérego ponowne uzycie bedzie
mozliwe dzieki aktywnosci ATPazy RIi1l/ABCE1 (drozdze/kregowce) odpowiedzialnej za

recykling rybosomow oraz czynnikdw inicjacji translacji elF3, elF1 i elF1A.

1.2 Degradacja czgsteczek mRNA w cytoplazmie
Powstajace czasteczki mRNA s3 syntetyzowane w jadrze komdrkowym przez polimeraze I

RNA, a nastepnie ulegajg procesom ko- i po-transkrypcyjnym, ktore obejmujg modyfikacje
koncow 5’ i 3’ oraz usuniecie introndw (splicing). Do konca 5’ jest dotgczana struktura kapu
m’G (7-metyloguanozyny), a do korica 3’ ogon poli(A), ktére chronia mRNA przed dziataniem
egzorybonukleaz 5’-3 i 3’-5’. Struktury te nie tylko zabezpieczajg mRNA ale petnig funkcje
podczas transportu z jadra do cytoplazmy oraz w przebiegu translacji (Siwaszek i in. 2014).
Regularna degradacja transkryptéw kodujgcych biatka zachodzi przede wszystkim
przez egzorybonukleazy w kierunku 5’-3’ lub 3’-5’, po uprzedniej deadenylacji, czyli skréceniu
ogona poli(A) (Siwaszek i in. 2014; Heck and Wilusz 2018) (rys. 2). Deadenylacja jest gtéwnie
przeprowadzana przez kompleks CCR4-NOT, ktdry sktada sie z enzymdédw CCR4 i CAF1
o aktywnosci egzonukleolitycznej 3’-5’ oraz biatek pomocniczych. Za skracanie ogonodw
poli(A) odpowiedzialne sg rowniez biatka PARN (ang. Poly(A) ribonuclease) i PAN2-PAN3. Po
skrdceniu ogona poli(A) mozliwe sg dwie Sciezki degradacji mRNA. Jedna z nich polega na
hydrolizie kapu na koricu 5’przez kompleks DCP1-DCP2, wspomagany w komorkach ssaczych
przez biatko HEDLS/Ge-1. DCP2 nalezy do hydrolaz z rodziny Nudix (Li & Kiledjian 2010),
a DCP1 tworzy platforme do oddziatywania z innymi biatkami. Usuwanie kapu jest
aktywowane przez przytgczenie do korica 3 mRNA kompleksu LSM1-7-Pat1 oraz dodatkowe
biatka pomocnicze i regulatorowe. Powstajgca na skutek odciecia kapu grupa
monofosforanowa umozliwia degradacje w kierunku 5°-3’ przez wysoce procesywng
cytoplazmatyczng egzorybonukleaze XRN1. Alternatywna S$ciezka degradacji mRNA
w cytoplazmie w kierunku 3’-5’ jest réwniez zalezna od deadenylacji i jest przeprowadzana

przez egzosom. Ten wielosktadnikowy kompleks, silnie zachowany ewolucyjnie, sktada sie z9
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gtownych podjednostek i enzymatycznie aktywnych rybonukleaz. Rdzern kompleksu tworzy 6
podjednostek (RRP41, RRP42, RRP43, RRP45, RRP46 i MTR3), ktére faczg sie z kolejnymi
3 biatkami (RRP4, RRP40 i CSL4), odpowiedzialnymi za wigzanie RNA (Chlebowski i in. 2013;
Zinder & Lima 2017). Aktywno$¢ enzymatyczng egzosomu posiadajg egzonukleazy 3’-5’
RRP44/DIS3 i RRP6. DIS3 oprocz domeny RNB odpowiedzialnej za aktywnosc
egzonukleolityczng, zawiera rdéwniez N-terminalng domene PIN o aktywnosci
endonukleolitycznej, ktéra dodatkowo oddziatuje z pierscieniem egzosomu. W cytoplazmie
funkcje egzosomu wymagajg takze obecnosci kofaktoréw, kompleksu SKI (ang. Superkiller),
ktory sktada sie z helikazy RNA SKI2 i dwdch biatek wigzgcych RNA, SKI3 i SKI8. Dodatkowo,
udrozdzy S. cerevisiae biatko SKI7 posredniczy w oddziatywaniu miedzy egzosomem
a kompleksem SKI. Degradacja RNA w cytoplazmie w kierunku 3’-5" moze zachodzi¢ rowniez
w sposob niezalezny od egzosomu, przy udziale egzonukleazy DIS3L2 (ang. DIS3-like 2),
ktdra, mimo, ze jest homologiem DIS3, nie oddziatuje z rdzeniem egozosmu z powodu braku

domeny PIN (Luaniin. 2019).

BVAVE S VA
7 AAAAA
degradacjal
AVe S AAAAA CCR4-NOT

m7G PARN
PR N
M{: W
- = -
m7G m7G
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/e ciecie endonukleolityczne

LSM1-7 m7G J\/\X\A\ OV
DCP1-DCP2 3V endonukelaza K?,
. -
m7G ) W\AMAA

LSM1-7 €gzosom  xRN1

XRN1

Rys.2 Sciezki degradacji mRNA w cytoplazmie

Pierwszy etap degradacji mRNA zachodzi poprzez deadenylacje przy udziale kompleksu CCR4-NOT lub biatka
PARN, nastepnie, po rekrutacji biatek LSM i hydrolizie struktury kapu na koncu 5’ przez kompleks DCP1-DCP2,
czasteczka moze podlegaé degradacji w kierunku 5’-3’ przez egzorybonukleaze XRN1 lub w kierunku 3’-5’ przez
kompleks egzosomu z kofaktorami SKI. Alternatywne Sciezki wykorzystujg endonukleolityczne ciecie
i nastepujgcy po nim degradacje powstatych fragmentéw 5’ i 3’ odpowiednio przez egzosom i XRN1. U dotu po
prawej stronie przedstawiono mechanizm ciecia endonukleolitycznego wykorzystywany w cytoplazmatycznych
Sciezkach kontroli jakosci mRNA.
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W komérkach roslinnych degradacja RNA przebiega w analogiczny sposob (Li i in.
2018; Sieburth and Vincent 2018). U Arabidopsis zidentyfikowano wiekszos¢ homologow
badz paralogow enzymoéw, komplekséw i biatek pomocniczych odpowiedzialnych za
deadenylacje (CCR4-NOT, PAN2-PAN3, PARN), hydrolize kapu (DCP1-DCP2, VARICOSE bedgce
homologiem ssaczego HEDLS, kompleks LSM) oraz rozktad RNA w kierunku 5’-3" (XRN) i 3’-5’
(egzosom, SOV/DIS3L2). Wystepujg pewne specyficzne dla roslin rdznice, np.
egzorybonukleazy 5’-3’ sg reprezentowane przez trzy biatka XRN, jgderkowe XRN2, jadrowe
XRN3 i cytoplazmatyczne XRN4 (Souret i in. 2004), a z trzech egzonukleazy RRP6, RRP6L1 i
RRP6L2 s3 gtdwnie jagdrowe, a cytoplazmatyczne biatko RRP6L3 jest specyficzne dla roslin
(Langeiin. 2008).

1.3 Cytoplazmatyczne sciezki kontroli jakosci RNA
Kazda dojrzata czgsteczka RNA transportowana z jadra do cytoplazmy podlega scistej kontroli

jakosci przy udziale odpowiednich mechanizméw, ktdore sg specyficzne dla konkretnego
rodzaju zaburzen w RNA. Gtdwnym celem tych proceséw jest usuniecie niefunkcjonalnych,
nieprawidtowych lub zbednych czgsteczek. W przypadku mRNA kontrola jakosci jest Scisle
zwigzana z przebiegiem translacji, a nieprawidtowa sekwencja lub struktura mRNA powoduja
zahamowanie translacji i skierowanie wadliwych czgsteczek do stosownego mechanizmu

degradacji RNA.

1.3.1 NSD (ang. Non-Stop Decay)
Transkrypty podlegajgce NSD najczesciej nie zawierajg kodonu terminacji translacji lub

kodon stop jest potozony poza ramkg odczytu (Inada, 2013) (rys.3). Te zaburzenia mRNA s3
najczesciej spowodowane przedwczesng poliadenylacjg lub brakiem ogondéw poli(A). Podczas
prawidtowego przebiegu terminacji translacji mRNA, sktadniki kompleksu terminacyjnego
eRF1-eRF3 wigzg sie z miejscem A na rybosomie co skutkuje uwolnieniem peptydu,
oddysocjowaniem rybosomu i jego ponownym wykorzystaniu. Natomiast w przypadku braku
kodonu stop rybosom dociera do 3'UTR (ang. Untranslated Region), co powoduje, ze miejsce
A na rybosomie jest puste, a w konsekwencji kompleks eRF1-eRF3 wigze sie mato wydajnie z
rybosomem. Do miejsca A przytgcza sie kompleks Dom34 (u drozdzy)/Pelota (u kregowcow)-
Hbs1, ktory rozpoczyna nietypowa terminacje. Hbsl i Dom34 sg odpowiednio paralogami
eRF3 i eRF1. Podczas nietypowej terminacji podjednostki rybosomu utrzymujg sie na mRNA,

natomiast aminoacylo-tRNA w miejscu P pozostaje zwigzany z podjednostkg 60S (Graille &
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Séraphin 2012; Simms i in. 2017). Wadliwe transkrypty sg wydajnie degradowane w kierunku
3’-5’ przez kompleks egzosomu wraz z cytoplazmatycznymi kofaktorami SKI, w szczegoélnosci
biatko Ski7 u drozdzy, ktére bezposrednio oddziatuje z rybosomem (Inada 2017; Simms i in.
2017; Heck & Wilusz 2018). U kregowcéw, gdzie Ski7 nie wystepuje, jego funkcja jest
zastgpiona przez paraloga, ktorym jest biatko Hbsl. Proces NSD opisano zaréwno w
komérkach drozdzowych jak i ludzkich, ale u roslin jest nadal stabo poznany, do tej pory
ustalono tylko, ze roslinne ortologii Pelotal, HBS1 oraz biatko SKI2 (Szadeczky-Kardoss i in.
2018) sg niezbedne do prawidtowego przebiegu NSD, co swiadczy o jego silnym zachowaniu

ewolucyjnym posréd Eukaryota.

m7G '—/\/\/\/@A

l Dom34/Pelota
b

- //\/\/\/@A
m7G

l ’* RIi1/ABCE1

- /A/\/\/@A
m7G

sl%

. "~
m7G

egzosom

Rys.3 Non-Stop Decay

Schematyczne przedstawienie przebiegu NSD. Brak kodonu stop powoduje dalsze przemieszczanie sie
rybosomu wzdtuz transkryptu i ogona poli(A). Zatrzymany rybosom jest rozpoznawany przez kompleks
Dom34/Pelota-Hbs1 i uwalniany przy udziale kompleksu Rli1/ABCE1, a wadliwy mRNA kierowany do degradacji
przez kompleksy egzosomu oraz SKI.

1.3.2 NGD (ang. No-Go Decay)
Degradacja wadliwych mRNA na drodze NGD zachodzi podczas zahamowanej elongacji

rybosomu. Przyczyng zatrzymania rybosomu moze by¢ struktura drugorzedowa na mRNA,
dtugie powtdrzenia adenin, przesuniecie ramki odczytu, rzadki kodon stop, aminokwasy
wielozasadowe (poli-lizyny i poli-argininy) oraz chemicznie modyfikowane nukleotydy (rys.4)

(Inada 2017; Simms i in. 2017; Heck & Wilusz 2018). Niedawno opublikowane dane
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sugerujg, ze w niektérych przypadkach zatrzymany rybosom powoduje kolizje nastepnych
rybosomow, co skutkuje ubikwitynacjg okreslonych biatek rybosomalnych (Juszkiewicz &

Hegde, 2017).

m7G - l (AYAYATAYA
Dom34/Pelota
Hbs1
m7G . AAAAA
Egzonukleolityczna Sciezka Endonukleolityczna $ciezka
degradacji degradacji

e/\/” - J\/\M»\ AAAAA
XRN1 egzosom

1 Cue2/N4BP2?

vaves - BN <o

egzosom XRN1

Rys.4 No-Go Decay

Schematyczne przedstawienie przebiegu NGD. Rybosomy napotykajgc przeszkody, takie jak m.in. struktury
drugorzedowe lub nietypowe sekwencje, ulegaja zatrzymaniu i w konsekwencji nie mogg przeprowadzic
prawidtowej terminacji translacji. Rekrutacja kompleksu Dom34/Pelota-Hbs1 prowadzi do odtgczenia rybosomu
i degradacji mRNA przez egzonukleazy lub endonukleolityczne ciecie mRNA poblizu przeszkody przy udziale
Cue2/N4BP2 i usuniecia powstatych fragmentéw 5’ i 3’odpowiednio przez egzosom i XRN1.

Wykazano, ze u drozdzy degradacja przewazajgcej czesci substratéw NGD przebiega
w Sciezce egzonukleolitycznej z udziatem Xrnl. Natomiast w przypadku problematycznych
transkryptow, zatrzymany przez kolizje rybosom jest rozpoznawany przez ligaze
ubikwitynowg Hel2, co prowadzi do rekrutacji endonukleazy Cue2 i przeciecia transkryptu
niedaleko miejsca zatrzymania rybosomu (D’Orazio i in. 2019). Jest prawdopodobne, ze
w komarkach ssaczych proces NGD przebiega analogicznie, poniewaz rybosomy podlegajgce
kolizji s rozpoznawane w podobny sposdb przez ZNF598, ale udziat homologa endonukleazy
Cue2, biatka N4BP2, nie zostat jeszcze potwierdzony. Powstate w wyniku ciecia fragmenty
3’15’ sg degradowane odpowiednio przez XRN1 i egzosom. Ponadto pokazano, ze fragment
5’ moze ulegac translacji, jednak ze wzgledu na brak kodonu stop zostanie skierowany na
Sciezke degradacji NSD (Tsuboi i in. 2012). W mechanizmie NGD réwniez biorg udziat

Dom34/Pelota i Hbsl. Kompleks ten wigze sie z rybosomem powodujgc oddysocjowanie
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podjednostek rybosomu i tRNA (lkeuchi, i in. 2019). NGD byt intensywnie badany u drozdzy
i zwierzat, natomiast wiedza na temat roslinnego mechanizmu NGD jest ograniczona.
Niedawno pokazano, ze u roslin czynnikiem powodujgcym zatrzymanie elongacji rybosomu
prawdopodobnie s3 tylko dtugie powtdrzenia adenin. W trakcie roslinnego NGD réwniez
zachodzi endonukleolityczne ciecie  mRNA, a nastepnie powstaty fragment 5’ jest
degradowany na Sciezce zaleinej od Pelota, HBS1 i SKI2, natomiast fragment 3’ ulega

eliminacji przez XRN4 (Szadeczky-Kardoss iin. 2018).

1.3.3 NRD (ang. Nonfuncional rRNA decay)
NRD stanowi mechanizm kontroli jakosci niefunkcjonalnych czgsteczek rybosomalnego RNA

(rRNA) i zostat opisany u drozdzy S. cerevisiae. Mechanizm ten sktada sie z dwdch
niezaleznych sciezek polegajgcych na usuwaniu rRNA z mutacjami w centrum dekodujgcym
18S (18S NRD) lub w centrum peptydylotransferazy duzej podjednostki 25S (25S NRD)
(Inada, 2013). Wykazano, ze degradacja podczas 185 NRD jest zalezna od elongacji translacji
i wykorzystuje te same czynniki Hbs1/Dom34 jak w NGD i NDS. Do prawidtowego przebiegu
18S NRD niezbedne sg réwniez sktadniki matej podjednostki rybosomu 40S, biatka Ascl
i Rps3 (Limoncelli i in. 2017). Niedawno pokazano, ze degradacja 18S rRNA jest aktywowana
przez ubikwitynacje rybosomalnego biatka uS3 przy udziale biatek Mag2, Hel2 i Rsp5, co
prowadzi do zaleznej od aktywnosci APTazowej helikazy Slh1l dysocjacji podjednostek
rybosomu i degradacji niefunkcjonalnego 18S rRNA przez Xrnl (Sugiyama iin. 2019). Z kolei
25S NRD odbywa sie w okolicy btony jadrowej po transporcie do cytoplazmy. Do wadliwych
rybosomow rekrutowany jest kompleks ligazy ubikwitynowej E3, zawierajgcy biatka Mms1
i Rtt101, ktéry najprawdopodobniej przeprowadza ubikwitynacje biatek rybosomalnych.
Oddysocjowanie rybosomu jest przeprowadzane przez kompleks CDC48, ktéry kieruje
podjednostke 60S do proteasomu, gdzie biatka rybosomalne sg usuwane (Fujii i in. 2009;
Fujii i in. 2012), a rRNA jest nastepnie degradowane przez egzosom, niezaleznie od Ski7 i

Xrnl (LaRiviere i in. 2006; Cole i in. 2009; Fujiiiin. 2009).

1.4 NMD, gtowna cytoplazmatyczna sciezka kontroli jakosci mRNA

1.4.1 Przebieg mechanizmu NMD u ssakéw
Czasteczki RNA kierowane na droge degradacji przez NMD najczesciej zawierajg

przedwczesny kodon terminacji translacji, ktéry moze by¢ generowany m.in. w wyniku
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alternatywnego splicingu (Karousis & Miuhlemann, 2019). Innymi cechami substratow NMD
sg introny w regionie 3'UTR, wyjatkowo dtugie sekwencje 3'UTR lub otwarte ramki odczytu
(UORF, ang. upstream Open Reading Frame) w 5'UTR. Wszystkie wymienione cechy
zatrzymujg rybosomy podczas terminacji translacji, co powoduje rozpoznanie transkryptéw
przez maszynerie NMD.

Mechanizm NMD zostat najlepiej poznany i opisany u ssakow. Gtéwne czynniki NMD,
UPF1 (ang. Up-Frameshift), UPF2, UPF3 (znane réwniez jako SMG2, SMG3 i SMG4; ang.
Suppressor with Morphological effect on Genitalia), zostaty réwniez zidentyfikowane
u drozdzy, nicieni, muszki owocowej i u organizméw roslinnych. Zidentyfikowane do tej pory
czynniki zaangazowane w NMD s3g przedstawione na rys. 5 i omowione w kolejnych

rozdziatach.

Czynniki NMD
¥ — ¥t
drozdze rosliny nicienie cztowiek
Saccharomyces cerevisiae Arabidopsis thaliana  Caenorhabditis elegans Homo sapiens
UPF1 UPF1 SMG2 (UPF1) UPF1
UPF2 UPF2 SMG3 (UPF2) UPF2
UPF3 UPF3 SMG4 (UPF3) UPF3A, UPF3B
SMG7 SMG1 SMG1
czynniki EJC SMG5 SMG5
FIERY2 SMG6 SMG6
SMG7 SMG7
SMGL1 NBAS
SMGL2 DHX34
NGP1 GNL2
NPP20 SEC13
AXE6 czynniki EJC
PBS2 SMG8
NOAH2 SMG9
SMGS8 PNRC2
SMG9 RUVBL1/2
MOV10

Rys. 5 Znane czynniki NMD u S. cerevisiae, A. thaliana, C. elegans i H. sapiens.

UPF1, podstawowy efektor NMD, jest helikazg nalezgcg do super rodziny SF1,
i oddziatuje z pozostatymi biatkami UPF2 i UPF3. UPFl jest jednym z najbardziej
zachowanych ewolucyjnie czynnikdow NMD (48,5% identycznosci aminokwasowej pomiedzy
drozdzami i komdrkami ludzkimi). Oprécz ATP-zaleznej aktywnosci helikazy w kierunku 5°-3’,

UPF1 jest rowniez zdolne do wigzania i hydrolizy ATP oraz wigzania jednoniciowych
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polinukleotydéw. Dodatkowo zawiera domene CH bogatg w cysteiny histydyny oraz
nieustrukturyzowane kornice N i C, ktore sg cyklicznie fosforyzowane i defosforylowane

(Schweingruberiin. 2013) (rys. 6).
ludzkie biatko UPF1

1aa 1129aa
bogata w reguluje UPF1 RecA1: wigzanie ATP oddziatuje
cysteing — histydyne i moduluje wigzanie  aktywnos¢ ATPazy z domeng CH
oddziatuje z UPF2 RNA IC: moduluje czgsciowe wigzanie ATP
posredniczy w interakgji wigzanie RNA i aktwynos¢ ATPazy
z eRF1/eRF3 aktywnos¢ helikazy

Rys.6 Schematyczne przedstawienie domen ludzkiego biatka UPF1.
Dotychczas opisano dwa podstawowe mechanizmy rozpoznawania substratéw NMD,
zalezny od splicingu (rys. 7A) lub nadmiernie wydtuzonych regionéw 3'UTR (rys. 7B) (Kurosaki

iin. 2019; Karousis & Miihlemann 2019).

odlegty koniec 3' mRNA s W
. > 4
m7G brak oddzialywania migdzy 3 ??yyy
rybosomem a PABPC

Rys.7 Modele rozpoznania wadliwych substratéow NMD
A) Model zalezny od splicingu. B) Model zalezny od kontekstu korica 3’mRNA.

24



U ssakéw przewaza model zwigzany z kompleksem EJC, ktory jest deponowany
w odlegtosci 20-24 nukleotydéw od kazdego potgczenia ekson-ekson po wycieciu intronu
w wyniku splicingu. Rdzen EJC stanowig elF4A3, Y14 oraz MAGO, ktére oddziatujg réwniez
z UPF2 i UPF3. EJC jest normalnie usuwany przez rybosom podczas prawidtowego przebiegu
translacji, ktéra jest terminowana przez oddziatywanie czynnikdw terminacji translacji

z biatkami PABP po zatrzymaniu rybosomu na wiasciwym kodonie stop (Celik i in. 2014).

SURF kompleks
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Rys.8 Nonsense Mediated Decay

W wyniku zatrzymania rybosomu wraz z eRF1-eRF3 na PTC dochodzi do powstania kompleksu SURF poprzez
dotaczenie UPF1 i SMG1. Nastepnie potgczenie z UPF2 i UPF3 wraz z EJC skutkuje utworzeniem kompleksu
DECID. Ufosforylowanie UPF1 oraz oddysocjowanie rybosomu z eRF1-eRF3 kieruje mRNA na droge degradacji
poprzez dotgczenie SMG5-SMG7 lub SMG6. Wadliwe mRNA sg usuwane przez XRN1 lub egzosom,
bezposrednio albo po endonukleolitycznym cieciu przez SMG6.
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Natomiast w przypadku rozpoznania PTC potozonego 50-55 nt powyzej wigzania ekson-
ekson, rybosom zostaje unieruchomiony wraz z czynnikami terminacji translacji eRF1 i eRF3,
ktore nie oddziatujg z biatkami PABP. Powoduje to przytaczenie do eRF1-eRF3 kinazy SMG1
oraz helikazy UPF1 i utworzenie kompleksu SURF (SMG1, UPF1, eRF1, eRF3), a nastepnie
kompleksu DECID (ang. mRNA Decay-inducing Complex) poprzez dotgczenie biatek UPF2
i UPF3 (rys. 8). Nastepnie dochodzi do fosforylacji UPF1 przez kompleks SMG1c, ktory sktada
sie z kinazy SMG1 oraz dwdch pomocniczych czynnikéw SMG8 i SMGY9, co prowadzi do
oddysocjowania eRF1-eRF3. Biatka pomocnicze oddziatujg Scisle z SMG1 i regulujg stan
aktywnosci kinazy poprzez konformacyjne zmiany kompleksu (Rayson i in. 2012; Raxwal &
Riha 2016). Reakcja fosforylacji UPF1 jest kluczowym etapem NMD, ktéra umozliwia
powstanie ufosforylowanych miejsc, rozpoznawanych i wigzanych przez biatka SMG5-SMG7
lub SMG6 za pomocg charakterystycznej domeny 14-3-3 (rys. 8).

Poczatkowe badania wskazywaty, ze rozpoznanie wadliwych transkryptéw nastepuje
podczas pierwszej rundy translacji, gdy mRNA wcigz oddziatuje z EJC i z jadrowym
kompleksem CBC (ang. Cap Binding Complex) wigzgcym kap (Maquat i in. 2010). Jednak
kolejne analizy ujawnity, ze aktywacja NMD nie jest ograniczona tylko do pierwszej rundy
translacji i zachodzi réwniez dla mRNA zwigzanych z cytoplazmatycznym biatkiem elF4E,
ktére oddziatuje z UPF1 (Rufener & Miuhlemann, 2013). Z kolei badania polegajace na
wizualizacji w czasie rzeczywistym czgsteczek mRNA ulegajgcych translacji potwierdzity, ze
kazdy rybosom moze indukowa¢ NMD (Hoek iin. 2019).

Alternatywny model aktywacji NMD, ktéry nie wymaga obecnosci kompleksu EJC
i jest zalezny od dtugosci 3'UTR (okreslany réwniez jako faux 3'UTR; rys. 7B), opisano po raz
pierwszy u S. cerevisiae (Amraniiin. 2004), a nastepnie u nicieni i muszki owocowej (Stalder
& Mihlemann 2008; Peccarelli & Kebaara 2014). Nalezy zaznaczy¢, ze w komdrkach ludzkich
i roslinnych funkcjonujag oba modele rozpoznawania wadliwych transkryptéow, zaleiny
i niezalezny od EJC (Kurosaki i in. 2019; Dai i in. 2016). Model faux 3’"UTR zakfada, ze podczas
prawidtowego przebiegu translacji cytoplazmatyczne biatka PABPC stabilizujgce ogon poli(A)
oddziatujg z zatrzymanym na witasciwym kodonie stop rybosomem i czynnikami eRF3-eRF1.
Kompleks eRF1-eRF3 obecny w miejscu A na rybosomie rozpoznaje kodon stop, co
w konsekwencji umozliwia terminacje translacji i uwolnienie nowopowstatych polipeptyddw.
Natomiast zbyt duza odlegtos¢ pomiedzy rybosomem zatrzymanym na PTC a biatkami PABPC

powoduje brak kontaktu miedzy nimi, prowadzac do rekrutacji biatek UPF oraz SMG
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i aktywacji NMD (He & Jacobson, 2015a). Bardziej generalne hipotezy zakfadajg, ze
degradacja mRNA podczas NMD jest przede wszystkim albo pasywng konsekwencja
uwolnienia rybosomu po przedwczesnym zakonczeniu translacji albo wynika obecnosci
dtugich fragmentéw transkryptow, ktére nie sg chronione przez rybosomy przed
oddziatywaniem zinnymi biatkami (Brogna i in. 2016). Oznacza to, ze sygnatem do
rozpoczecia NMD jest niskie pokrycie mRNA rybosomami, co podkresla szczegdlng role

aktywnej translacji w definicji poprawnych lub wadliwych transkryptow.

1.5 Degradacja wadliwych mRNA
Sam mechanizm degradacji mRNA zawierajgcych PTC moze zachodzi¢ zamiennie na drodze

endonukleolitycznej zaleznej od rekrutacji SMG6 Ilub egzonukleolitycznej w wyniku
przytgczenia heterodimeru SMG5-SMG7 (Kurosaki i in. 2019) (rys.8). SMG6 ma aktywnos¢
endonukleazy ze wzgledu na obecnos¢ C-terminalnej domeny PIN, natomiast SMG5 i SMG7
sg pozbawione tej aktywnosci na skutek braku zakonserwowanego kwasu asparaginowego
(Asp) w domenie PIN (SMG5) lub catkowitego braku tej domeny (SMG7). Endonukleolityczne
ciecie przeprowadzane przez SMG6, po rekrutacji przez UPF1 w sposdb zalezny lub
niezalezny od jego fosforylacji, zachodzi w okolicy PTC (Eberle i in. 2009; Nicholson i in.
2014). Powstate fragmenty 5’ i 3’ RNA sg wydajnie degradowane odpowiednio przez
kompleks egzosomu w kierunku 3’-5’ oraz egzonukleaze XRN1 w kierunku 5’-3’
(Schweingruberiin. 2013; He & Jacobson 2015a). W przeciwiestwie do SMG6, heterodimer
SMG5-SMG7 wigze sie tylko z ufosforylowang formg UPF1l. W tej $ciezce degradacji
wymagana jest deadenylacja transkryptéw, przeprowadzana najpierw przez kompleks PAN3-
PAN3 skracajgcy ogony poli(A) do okoto 100 nukleotyddéw, a nastepnie przez gtéwny
kompleks deadenylujgcy CCR4-NOT1, ktéry jest rekrutowany przez oddziatywanie miedzy
podjednostky katalityczng POP2 a SMG7 (Loh iin. 2013). Po deadenylacji zachodzi usuwanie
kapu i rozktad mRNA przez XRN1 lub degradacja przez egzosom. Poza kierowaniem
substratéw do sciezek degradacji, biatka SMG5-SMG7 i SMG6 inicjujg réwniez defosforylacje
UPF1, prawdopodobnie katalizowang przez fosfataze z rodziny PP2A (Okada-Katsuhata i in.
2012). Dodatkowo degradacja moze by¢ inicjowana przez oddziatywanie biatka PNRC2 (ang.
Proline-rich Nuclear Receptor Coactivator 2) z SMG5 oraz z silnie ufosforylowang formg UPF1

(Cho i in. 2009).
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1.5.1 Lokalizacja procesu NMD w komorce
Rdznorodna lokalizacja czynnikéw NMD wskazuje na kompleksowa nature tego procesu, co

dotyczy takze jego lokalizacji komdrkowej. Rozpoznawanie transkryptéw z PTC jest sciSle
potgczone z translacjg, co wskazuje na cytoplazmatyczne umiejscowienie NMD. Jednak
lokalizacja czynnikow NMD nie jest juz taka jednoznaczna, poniewaz ludzkie biatka UPF1,
SMG6 i SMG5-7 znajdujg sie gtdwnie w cytoplazmie, kinaza SMG1 zaréwno w jadrze jak
i cytoplazmie, a UPF2 i UPF3 w jgdrze komorkowym (Nicholson i in. 2010). Obecnie uznaje
sie za najbardziej prawdopodobne, ze proces zainicjowania i oznaczenia wadliwych mRNA
rozpoczyna sie w jadrze komdrkowym, podczas gdy wiekszo$¢ etapow zaleznych od translacji
zachodzi w cytoplazmie (Karousis & Muhlemann, 2019). W roslinach schemat ten jest
przewaznie zachowany, z tym Ze niektére etapy rozpoznania substratéw NMD mogg
zachodzi¢ nie tylko w jadrze ale rdwniez w jaderku, gdzie obecne sg UPF2 i UPF3 i akumuluja
sie transkrypty zawierajgce PTC powstate na skutek alternatywnego splicing (Cho i in. 2009;
Shaul 2015). Wykazano takze, ze w komdrkach ludzkich i roslinnych oprécz jadra
i cytoplazmy niektéore czynniki NMD, takie jak UPF1 i SMG7, lokalizujg sie rowniez
w cytoplazmatycznych ciatkach P (Cho iin. 2009; Meraiiin. 2013; Hubstenbergeriin. 2017;
Chicois i in. 2018). Mogtoby to wskazywaé na przebieg degradacji wadliwych mRNA w tych
strukturach, tym bardziej, ze oprdcz czgsteczek RNA znajdujg sie tam takze czynniki
odpowiedzialne za usuwanie kapu (DCP1-DCP2, LSM, PAT1) i ogona poli(A) (CCR4-NOT
i PAN2-PAN3) oraz egzonukleolityczng degradacje w kierunku 5’-3" (XRN1/XRN4 u roslin)
(Standart & Weil 2018; Chantarachot & Bailey-Serres 2018; Guzikowski i in. 2019). Niedawne
badania wykazaty jednak, w ciatkach P, mimo ich sktadu i dynamicznego charakteru,
najprawdopodobniej nie zachodzi degradacja RNA, takze w procesie NMD, a stanowig
agregaty biatek i mRNA niepodlegajacych translacji (Hubstenberger i in. 2017), za$ rozktad
RNA odbywa sie w cytoplazmie (Horvathova i in. 2017). Najprawdopodobniej dotyczy to
takze umiejscowienia degradacji mRNA podczas NMD takze u roslin, jednak nie zostato to

dotychczas jednoznacznie potwierdzone.

1.6 Dodatkowe biatka zaangazowane w NMD
Poza dobrze opisanymi czynnikami rdzenia kompleksu NMD, przez wiele lat identyfikowano

dodatkowe, pomocnicze biatka uczestniczagce w NMD, jednak w wiekszosci przypadkdéw ich
doktadna rola w tym procesie nie zostata dobrze poznana (Hug i in. 2016). Szeroko

prowadzone badania w komodrkach ludzkich, Caenorhabditis elegans, Drosophila
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melanogaster oraz Danio rerio wykazaty udziat wielu nowych czynnikédw w rozpoznawaniu
i degradacji substratow NMD, co wskazuje na ztozonosc i istote tego procesu.
Jednym z pierwszych pomocniczych czynnikbw NMD byta helikaza Dbp2
u S. cerevisiae, ktora oddziatuje z Upfl i ma wpltyw na degradacje substratow NMD by¢ moze
przez ufatwianie terminacji translacji (Bond i in. 2001). Takze dwa homologi Dbp2
w komoérkach ludzkich, helikazy DDX5/p68 i DDX17/p72, przyczyniajg sie do przebiegu NMD
przez oddziatywanie z kompleksem NMD, konkretnie z biatkiem UPF3 (Geiller iin. 2013).
Poszukiwania dodatkowych czynnikdw NMD u C. elegans a pomocg interferencji RNA
pozwolity na identyfikacje nowej klasy genéw SMGL (ang. Smg Lethal), ktére sg niezbedne do
rozwoju zarodkowego oraz konieczne dla NMD (Longman i in. 2007). Biatka te s3g silnie
zachowane ewolucyjnie, a ich ortologii wystepuja w organizmach mysich i ludzkich.
Homologi SMGL-1 i SMGL-2, u ludzi odpowiednio biatko NBAS (ang. Neuroblastoma
Amplified Sequence) i helikaza DHX34 (ang. DEAH box protein 34), petnig istotng role
w NMD, zaréwno w komdrkach ludzkich jak i u D. rerio. (Longman iin. 2007; Anastasaki i in.
2011). Szczegdtowe badania dotyczgce helikazy RNA DHX34 pokazaty, ze rdzen tego biatka
oddziatuje z UPF1, a domena C-terminalna umozliwia interakcje z SMG1, co prowadzi do
utworzenia kompleksu DECID i fosforylacji UPF1, a w konsekwencji aktywacji NMD (Hug &
Caceres 2014; Melero i in. 2016). Ponowne zastosowanie interferencji RNA u C. elegans
zaowocowato identyfikacjg kolejnych pieciu czynnikdw zaangazowanych w NMD, w tym
jadrowej GTPazy ngp-1 (ludzki homolog GNL2), sktadnika kompleksu poréw jgdrowych
npp20 (ludzki homolog SEC13) oraz specyficznego dla nicienia noah-2, ktéry jest obecny
rowniez u muszki owocowej jako nompA (Casadio i in. 2015). Ekspresja biatka nompA jest
ograniczona tylko do obwodowego ukfadu nerwowego sugerujagc mozliwosé tkankowo
specyficznego dziatania NMD. GNL2 jest GTPazg, ktorej homolog drozdzowy, Nog2, jest
zaangazowany w metabolizm czgsteczek rybosomalnych pre-60S, natomiast ludzki homolog
SEC13 stanowi cze$¢ retikulum endoplazmatycznego (ER) i kompleksu porow jadrowych
(NPC, ang. Nucelar Por Complex). Dokfadniejsza funkcja tych biatek jest wcigz nieznana,
jednak ich obecnos¢ jest niezbedna dla prawidtowego przebiegu NMD (Casadio i in. 2015).
Kolejne czynniki zaangazowane w NMD zostaty odkryte dzieki podejsciom
proteomicznym. Wykorzystanie dwuhybrydowego systemu drozdzowego do identyfikacji
interaktorow UPF1 wytonito PNRC2, ktdrego oddziatywanie z DCP1 stanowi bezposrednie

powigzanie NMD z degradacjg mRNA w $ciezce zaleznej od usuniecia kapu (Cho i in. 2009;
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Lai iin. 2012). W komorkach ludzkich jako partneréw kinazy SMG1 zidentyfikowano RuVB-
like 1 (RUVBL1) i RuVB-like 2 (RUVBL2) z rodziny adenozynotrifosfataz, oraz podjednostke
polimeraz RNA |, Il i Ill RBP5 (ang. RNA Binding Protein 5) (lzumi i in. 2010). RUVBL1 i
RUVBL2 petnig istotng role w waznych procesach komodrkowych, takich jak transkrypcja,
naprawa DNA, utrzymanie telomeréw i modyfikacja RNA. Wykazano takze, ze dziataja
w poczatkowych etapach NMD, jako czynniki niezbedne do powstania kompleksu DECID.
Zastosowanie techniki PAR-CLIP (ang. Photoactivatable Ribonucleoside-Enhanced
Crosslinking and Immunoprecipitation) dla UPF1 pozwolito na wykrycie helikazy MOV10,
a badania funkcjonalne potwierdzity role tego czynnika w mechanizmie NMD (Gregersen i in.
2014). Z kolei poszukiwanie biatek oddziatywujgcych z helikazg DDX6 w komadrkach ludzkich
przy uzyciu tandemowej chromatografii powinowactwa ujawnito UPF1, komponenty EJC oraz
MOV10 (Ayache iin. 2015). Caty zestaw czynnikdw wigzacych ufosforylowang forme UPF1
w sposOb zarowno zalezny jak i niezalezny od RNA zidentyfikowano dzieki wykorzystaniu
podejscia SILAC (ang. Stable Isotope Labeling by/with Amino acids in Cell culture) (Flury i in.
2014). Oprocz znanych biatek istotnych dla przebiegu NMD (UPF2, UPF3, SMG5, SMG7,
PABPC, podjednostki EJC, kompleks CBC), wykryto takze wiele jgdrowych biatek wigzgcych
RNA, takich jak sktadniki kompleksdw TREX (ang. TRanscription/EXport complex) i THO, jak
rowniez podjednostki elF3, biatka rybosomalne czy ATP-zalezne helikazy RNA A, DDX1,
DDX3X i elF4Al. Wyniki te potwierdzily zwigzek NMD z rybosomami i translacjg, ale
jednoczes$nie wskazaty na role sktadania komplekséw rybonukleoproteinowych w jagdrowych
etapach tego procesu. Najnowsze poszukiwania za pomocga techniki BiolD (ang. Proximity-
dependent trans-biotinylation) umozliwity identyfikacje czynnikbw mniej stabilnie
oddziatujgcych z maszyneriag NMD, w tym biatka sygnatowego CRKL i czynnika inicjacji
translacji EIF4A2, ktore nie zostaty wykryte za pomocg bardziej standardowych metod

(Schweingruberiin. 2016).

1.7 Mechanizm NMD u roslin
Dotychczasowe dane dotyczagce mechanizmu NMD u rosdlin wskazuja na jego wiekszg

ztozonos¢ niz w innych organizmach. Przede wszystkim rozpoznanie wadliwych transkryptéw
moze odbywac sie zardwno na drodze zaleznej od EJC i obecnosci introndw, jak i zwigzanej
z wydtuzonymi sekwencjami 3’UTR (Kerényi i in. 2008). Ponadto do tej pory nie

zidentyfikowano kinazy odpowiedzialnej za fosforylacje UPF1 u A. thaliana, mimo ze
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wykazano obecnos¢ biatka SMG1 u innych roslin zielonych, réwniez u blisko spokrewnionej
A. lyrata (Lloyd & Davies, 2013). Przez diuiszy czas uwazano réwniez, ze degradacja
wadliwych mRNA zachodzi niezaleznie od XRN4 (Mérai i in. 2013), jednak najnowsze
badania wykazaty, ze podobnie jak u innych organizmow ta egzonukleaza jest zaangazowana
w eliminacje substratéw NMD (Nagarajaniin. 2019).

U rodlin zidentyfikowano homologi gtownych czynnikdw NMD, biatek UPF, SMG1
i SMG7 oraz sktadnikow EJC Magoh, Y14 i Barentsz, i potwierdzono ich udziat w przebiegu
tego procesu (Hori & Watanabe 2005; Arciga-Reyes i in. 2006; Wu i in. 2007; Kerényi i in.
2008; Riehs i in. 2006; Riehs-Kearnan i in. 2012; Nyikd i in. 2013; Causier i in. 2017).
Zastosowanie techniki VIGS (ang. Virus-Induced Gene Silencing-Agroinfiltration NMD assay)
umozliwito potwierdzenie udziatu UPF1-3 i SMG7 w obu mechanizmach rozpoznawania
substratéw, oraz kompleksu EJC tylko w Sciezce zaleznej od intronéw (Kerényi i in. 2008;
Nyiko iin. 2013) (rys.9).

Cechy nieprawidtowych transkryptéow kierowanych na $ciezke NMD u roélin
najczesciej zalezg od kontekstu konca 3’ i za wadliwe sg uznawane czgsteczki mRNA
zregionami 3’UTR powyzej 350 nukleotydéw (typowa dtugosé¢ 3’UTR to okoto 240
nukleotyddéw) (Kalyna i in. 2012) lub zawierajgce introny potozone 50 nukleotyddw ponizej
kodonu stop (Nyiko i in. 2009; Nyiko iin. 2013). Takze obecnos¢ otwartej ramki odczytu
w obszarze 5’'UTR (uORF) o dtugosci co najmniej 50 aminokwaséw, moze spowodowac
zatrzymanie rybosomu i uruchomienie maszynerii NMD. Poniewaz tylko 2% genow
u Arabidopsis zawiera dtuzsze uORFy, zasugerowano, ze jedynie niewielka cze$é
transkryptow posiadajgcych uORFy jest regulowana przez NMD (Nyikd iin. 2009).

NMD jest procesem wysoce konserwowanym ewolucyjnie, jednak substraty NMD
u roznych organizmow eukariotycznych nie pokrywajg sie w znaczgcym stopniu, co sugeruje
dodatkowe rdznice. Pomimo braku homologa kinazy SMG1 u A. thaliana, cykliczna
fosforylacja i defosforylacja UPF1 jest réwnie istotna jak u innych organizmow. UPF1 ulega
fosforylacji na resztach serynowych, na korcu N w pozycji S3 i S13, a na koricu C w pozycji
S$1076. Wykazano, ze fosforylacja UPF1 jest niezbedna do wigzania biatka SMG7 i wydajnego
dziatania NMD (Kerényi iin. 2013; Mérai i in. 2013). SMG7 zawiera N-terminalng domene
wigzgcq ufosforylowane biatka, ktora jest niezbedna we wczesnych etapach NMD, podczas
gdy domena C-terminalna jest istotna dla dalszych etapow NMD, zwigzanych z degradacjg

mRNA (Méraiiin. 2013).
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Mimo, ze mechanizm NMD stanowi kluczowy proces kontroli jakosci RNA i regulacji
ekspresji genow, doktadny przebieg tego procesu i kompletny sktad kompleksu NMD u roslin
s znacznie stabiej poznane niz u innych organizméw eukariotycznych. Nadal nie wiadomo
jakie biatka przeprowadzajg fosforylacje i defosforylacje UPF1 u Arabidopsis, nie znaleziono
rowniez roslinnych homologéw biatek SMG5 i SMG6. Takze dalsze etapy NMD, po
rozpoznaniu transkryptu i aktywacji procesu, byty do tej pory stabo scharakteryzowane.
Degradacja mRNA podczas NMD u roslin zachodzi najprawdopodobniej w cytoplazmie,
podobnie jak u innych organizmdéw eukariotycznych (Standart & Weil 2018; Chantarachot &
Bailey-Serres 2018; Guzikowski i in. 2019). Dotychczas uwazano, ze substraty NMD s3g
usuwane w sciezce egzonukleolitycznej zaleznej od biatka SMG7 (Kerényi i in. 2008; Mérai
iin. 2013), jednak dopiero najnowsze badania potwierdzity udziat egzonukleazy XRN4 w tym
procesie (Nagarajan i in. 2019). Wydaje sie niemal pewne, ze rdwniez kompleks egzosomu
jest zaangazowany w degradacje mRNA podczas NMD, nie zostato to jednak udowodnione,
by¢ moze ze wzgledu na wysoki stopien redundancji obu $ciezki degradacji u roslin. Co
ciekawe, mimo braku roslinnego homologa endonukleazy SMG6 ostatnie obserwacje
sugerujg mozliwos¢ dziatania $ciezki endonukleolitycznej podczas NMD (Chicois i in. 2018;

Nagarajaniin. 2019).

m7G

oddysocjowanie eRF1/3
oraz rybosomu
fosforylacja UPF1

degradacja mRNA
za posrednictwem SMG7

UpPF2

P
\%PF;; PABPC
m7G JC AAAAA

‘ SvG7
XRN4

Rys.9 NMD u Arabidopsis thaliana

Do zatrzymanego rybosomu wraz z eRF1-eRF3 na PTC przytaczany jest UPF1, ktéry oddziatuje z UPF2, UPF3
i EJC. Nastepnie dochodzi do odtgczenia rybosomu wraz z eRF1-eRF3 od transkryptu oraz fosforylacji UPF1
przez nieznane kinazy. Degradacja mRNA zachodzi w obecnosci SMG7 przy udziale XRN4.
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1.7.1 Dodatkowe biatka NMD u roslin
W przeciwienAstwie do innych organizméw eukariotycznych, gdzie zidentyfikowano wiele

dodatkowych sktadnikow NMD, dane u roslin ograniczaty sie do tej pory do biatka FIERY2
(FRY2, znanego réwniez jako CPL1, ang. C-terminal domain Phosphatase-Likel), ktére
fizycznie oddziatuje z UPF3 i elF4A3 i uczestniczy w defosforylacji elF4A3, a jego brak
powoduje akumulacje substratdw NMD (Cui i in. 2016).

Niedawno opublikowany interaktom UPF1 u A. thaliana pozwolit na identyfikacje
szeregu biatek oddziatujgcych z UPF1, m.in. AGO1 - gtéwnego komponentu kompleksu RISC
(ang. RNAi Silencing Complex), sktadnikéw DCP1 i DCP5 kompleksu usuwajgcego kap,
homologdw helikaz z rodzin DDX6 i DDX3, biatek PABP wigzgcych ogon poli(A) mRNA, oraz
przypuszczalnej endonukleazy i terminalnej nukleotydylotransferazy (TNTazy) (Chicois i in.
2018). Niektére z interaktoréw UPF1 moga by¢ potencjalnymi czynnikami NMD, ale nie
zostato to jednoznacznie potwierdzone. Wykazano natomiast, ze wymienione biatka
wchodzg w sktad ciatek P, gdzie mogg petni¢ role podczas represji translacji. Ponadto,
oddziatywanie UPF1 z DCP1 i DCP5 oraz wiele wspdélnych biatek w interaktomach DCP5

i UPF1 sugeruje powigzanie mechanizmu NMD i usuwania kapu rowniez u roslin.

1.8 Helikazy RNA znane w NMD
Helikazy RNA petnig istotne funkcje podczas wielu procesdw metabolizmu RNA, takze na

roznych etapach mechanizmu NMD (Bourgeois i in. 2016). Zasada dziatania tych enzymow
polega na wykorzystaniu hydrolizy ATP do translokacji wzdfuz kwasoéw nukleinowych, co
rozwija ich strukture drugorzedowg, lub do przemodelowania komplekséw RNA-biatko.
UPF1, najwazniejszy czynnik NMD, jest ATP-zalezng helikazg RNA, ktdra przesuwa sie wzdtuz
mMRNA, rozwigzujgc struktury drugorzedowg i usuwajgc napotkane biatka, co umozliwia
dostep nukleaz do transkryptu (Franks i in. 2010). Kolejng helikazg RNA z super rodziny SF2
zawierajgcej motyw DEAD-box jest elF4A3, komponent kompleksu EJC, ktéry wigze RNA
w sposOb zalezny od ATP i umozliwia przytgczenie pozostatych sktadnikéw EJC (Nielsen i in.
2009) (rys. 10A). Z kolei helikazy DDX5 i DDX17, takze zwierajgce motyw DEAD-box, zostaty
zidentyfikowane jako partnerzy biatka UPF3b (Geildler i in. 2013). Helikazy RUVBL1 i RUVBL2
przyczyniajg sie do regulacji kompleksu SMG1-8-9 (lzumi i in. 2010) (rys. 10B), a helikaza
DEAH/D-box DHX34 oddziatuje z kompleksem SURF i inicjuje powstanie kompleksu DECID

przyczyniajgc sie do odfgczenia czynnikéw eRF1 i eRF3 (Hug & Caceres, 2014) (rys. 10C).
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Rys.10 Dziatanie helikaz RNA w NMD

A) Helikaza elF4A3 stuzy jako platforma do wigzania UPF2 i UPF3. B) i C) helikazy RNA przebudowujgce
struktury mRNP. B) RUVBL1 oraz RUVBL2 aktywuje SMG1 podczas zmiany kompleksu SURF w DECID. C) DHX34
aktywuje uwolnienie eRF1-3. D) MOV10 usuwa zbedne biatka i struktury drugorzedowe.
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MOV10, nalezgca do super rodziny helikaz SF1 i okreslana jako UPF1-like, wigze sie do mRNA
w obecnosci UPF1. Helikaza ta moze dziata¢ jako przekaznikowy czynnik
rybonukleoproteinowy (mRNP, ang. ribonucleoprotein), ktéry zmienia struktury
drugorzedowe mRNA, a takze powoduje oddysocjowanie biatek z czgsteczek mRNA, ktore

podlegajg NMD (Gregersen iin. 2014) (rys. 10D).

1.9 NMD a alternatywny splicing
Regulacja poziomu ekspresji wielu genéw zachodzi przy udziale potgczonych mechanizmoéw

alternatywnego splicingu (AS) i NMD, okreslanych wspdlnym terminem AS-NMD (Sahebi i in.
2016). Nieproduktywny splicing jest gtownym Zréditem powstawania transkryptéow
zawierajacych przedwczesny kodon terminacji translacji. Az 30% mRNA w komdrkach
ludzkich i przynajmniej 17,4% transkryptow w komorkach roslinnych powstaje w wyniku
alternatywnego sktadania genéw, ktére nastepnie s kierowane do degradacji na drodze
NMD (Weischenfeldt iin. 2012; Drechsel iin. 2013).

Wiele biatek wykorzystuje mechanizm AS-NMD, okre$lany réwniez jako RUST (ang.
Regulated Unproductive Splicing and Translation), do regulacji poziomu kodujacych je
transkryptow. Nalezg do nich przede wszystkim czynniki splicingowe czy biatka wigzgce RNA,
takie jak hnRNP (ang. heterogenous nuclear RNP) czy PTB wigzgce trakt polipirymidynowy
(ang. Polypyrimidine Tract Binding Protein), a takze biatka modyfikujgce chromatyne. AS-
NMD jest szeroko wstepujacym mechanizmem autoregulacji poziomu ekspresji genéw nie

tylko w komérkach ludzkich, ale réwniez u S. cerevisiae, D. rerio i roslin (Nasif i in. 2018).

1.10 Metylacja m°A a NMD
Wiele z post-transkrypcyjnych procesdw metabolizmu mRNA jest zaleznych od réinych

modyfikacji RNA. Jedng z najbardziej powszechnych i obecnie najintensywniej badanych
modyfikacji mRNA u wszystkich organizméw jest metylacja w pozycji N6 adenozyny (m°®A).
Metylacja m°A moze regulowaé metabolizm RNA na prawie kazdym etapie, od dojrzewania
MRNA w jadrze i ich eksportu do cytoplazmy, poprzez rearanzacje strukturalne czgsteczek,
oddziatywanie z biatkami, do translacji i degradacji w cytoplazmie (Wei i in. 2018; Shi i in.
2019). Pomimo zaangazowania metylacji m®A w tak wiele etapéw metabolizmu RNA nie
wykazano do tej pory powigzania tej modyfikacji z regulacjag mechanizmu NMD w zadnym

organizmie eukariotycznym.
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Metylacja m°®A zostata zidentyfikowana réwniez u roélin, gdzie petni role w istotnych
procesach rozwojowych (Bhat i in. 2018; Berlivet i in. 2019; Reichel i in. 2019). Zaburzenia
metylacji m°A powodujg rézne defekty rozwoju i wzrostu roslin na etapie lisci, korzeni
i kwiatdw (Bodi i in. 2012; Shen i in. 2016; Duan i in. 2017; Arribas-Hernandez i in. 2018;
Scutenaire iin. 2018; Weiiin. 2018). Wykazano réwniez, ze w przeciwieAstwie do komérek
ludzkich, u A. thaliana czasteczki mRNA zawierajace m°A sa stabilizowane w wyniku
zahamowania ciecia rybonukleolitycznego bezposrednio powyzej miejsca tej modyfikacji u
A. thaliana (Anderson iin. 2018). Dalsze badania ujawnity, ze m°A przede wszystkim hamuje
selekcje miejsca ciecia i poliadenylacji, a zaburzenia metylacji powodujg wydtuzenie okresu
okotodobowego roélin (Parker i in. 2020). Jednak wiedza na temat roli m®A u A.thaliana jest
znacznie mniejsza niz w komodrkach ludzkich. Dotychczas zidentyfikowano tylko niektére

komponenty maszynerii zaangazowanej w biogeneze tej modyfikacji (rys.11):

o metylotransferazy (ang. m°A writers): MTA (Zhong i in. 2008), MTB (R0zicka i in.
2017), FKBP12 (FIP37) (Zhong i in. 2008), VIRILIZER i HAKAI (ROZicka i in. 2017);

o roélinne czynniki rozpoznajace modyfikacje m°A (ang. m°A readers) ECT2 i ECT3 (ang.
Evolutionarily Conserved C-Terminal region) (Scutenaire i in. 2018; Wei i in. 2018;

Arribas-Hernandez iin. 2018).

o demetylazy usuwajace grupe metylowa m°A (ang. m°A erasers) ALKBH10B (Bodi i in.
2012; Sheniin. 2016; Duaniin. 2017).

Rozpoznajgce modyfikacje mfA
(ang.readers)

MTA, lokalizacja
MTB, FIP37, el
N VIRILIZER, . ——— Stabilnoé¢
2 HAKAI B RNA
(N o Metylacja o
o . A2 |
(ang. writers) B | Translacja
o ‘/\/\_)A\/LAAAAA‘ ! m7GWAAAAA
demetvlacia apliciie
RNA RNA

Demetylacja
(ang. erasers)
ALKBH10B

Rys.11 Modyfikacja m°A mRNA u A. thaliana.
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Pomimo dobrze scharakteryzowanego mechanizmu metylacji m°A w komdrkach ludzkich,
nowe czynniki zaangazowane w ten proces oraz nowe funkcje tej modyfikacji sg nadal
identyfikowane. Wykazanie roli metylacji m°A w przebiegu NMD moze stanowi¢ dodatkowy

poziom regulacji tego procesu.
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2. Cel badan

Gtéwnymi zatozeniami pracy doktorskiej byta kompleksowa analiza mechanizmu NMD
u modelowego organizmu roslinnego Arabidopsis thaliana, polegajaca na:

- okresleniu sktadu kompleksu NMD; zidentyfikowaniu nowych dodatkowych i pomocniczych
czynnikéw NMD;

- zbadaniu roli nowych czynnikéw w przebiegu mechanizmu NMD;

- zbadaniu fizjologicznej funkcji NMD w odpowiedzi na stres cieplny;

- okreéleniu wptywu metylacji m®A mRNA na regulacje procesu NMD;

- analizie powigzania mechanizmu NMD z translacjg.
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3. Materiaty i Metody

3.1 Materiaty

3.1.1 Materiat roslinny

Rosliny A. thaliana typu dzikiego ekotyp Columbia (Col-0);

Homozygotyczne linie mutantdw A. thaliana z insercjami T-DNA w przedstawionych genach
zostaty otrzymane dzieki uprzejmosci innych grup badawczych:

- upfl-5, upf3-1 (z laboratorium prof. Brendana Daviesa, University of Leeds, Wielka
Brytania);

- mutanty ect2, ect3, ect2/ect3, ect5 linia wyrazajgcaECT2-YFP oraz mutanty helikaz DDX6,
rh6, rh8, rhi2 oraz podwdjne mutanty rh6/rh8, rh8/rh12 oraz rh6/rh12 (z laboratorium dr
Bousquet-Antonelli, LGDP-CNRS, Université de Perpignan, Francja);

- mutant sr34a (z laboratorium prof. Zofii Szweykowskiej-Kulinskiej, Uniwersytet Adama
Mickiewicza, Poznan);

- mutanty smdla, smd1b (z laboratorium prof. Herve Vaucheret, INRA, Francja).

Linie mutantow wyprowadzone w trakcie projektu:
- upf 1-5 wyrazajaca biatko fuzyjne AtUPF1-C-STREP-FLAG (SFtag), pod kontrolg natywnego

promotora UPF1.

3.1.2 Szczepy bakterii
- Escherichia coli DH5a — genotyp: F- ®80lacZAM15 A (lacZYA-argF) U169 recAl endAl

hsdR17 (rK-, mK+) phoA supE44 A- thi-1 gyrA96 relAl;
- E.coli DB3.1 — genotyp: F- gyrA462 endA1l A(srl-recA) mcrB mrr hsdS20 (rB-, Mb-) supE44
ara-14 galK2 lacY1 proA2 rpsL20(SmR) xyl-5 A- leu mtl1;

- Agrobacterium tumefaciens GV3101 — genotyp: GenR RifR.

3.1.3 Pozywki
Pozywki ptynne:

- LB —0,5% ekstrakt drozdzowy; 1% bakto-pepton; 1% NaCl; pH 7.5;
- YEP — 1% ekstrakt drozdzowy; 1% bakto-pepton; 0,5% NaCl; pH 7.0.
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Pozywki state:

- LB przygotowywano przez zestalenie ptynnego odpowiednika z agarem dodanym do
stezenia 2%;

- MS (Murashige i Skoog) — 0,44% MS, 0,05% MES, 1% sacharoza, 0,8% agar; pH 5.7.

Pozywki uzupetniano odpowiednimi antybiotykami o koncowym stezeniu:

ampicylina 50mg/l; gentamycyna 10mg/l; higromycyna 50mg/l; kanamycyna 50mg/l;
rifampicyna 50mg/l; spektynomycyna 100mg/I.

3.1.4 Plazmidy
- pJET1.2/blunt — plazmid do klonowania produktéw PCR (Thermo Scientific);

- pGEM-T Easy — plazmid do klonowania produktéw PCR (Promega);

- pDONR201, pENTR1A - plazmidy do klonowania w systemie Gateway (Invitrogen)
umozliwiajgcy przeniesienie wklonowanej sekwencji do plazmidu docelowego (Invitrogen);

- pPGWB502 — plazmid binarny docelowy do klonowania w systemie Gateway (Invitrogen)
umozliwiajacy przeniesienie sekwencji z plazmidu pENTR1A lub pDONR201, udostepniony
przez dr Tsuyosi Nakagawa (Uniwersytet Shimane, Japonia) (Nakagawa iin. 2009);

- pGWB505 i pGWB554 — plazmidy binarny docelowy do klonowania w systemie Gateway
(Invitrogen) umozliwiajgcy przeniesienie sekwencji z plazmidu pENTR1A lub pDONR201,
wektory pozwalajg na wyrazenie biatek z C-korncowg fuzjg z odpowiednio biatkiem zielonej
fluorescencji (sGFP) i biatkiem czerwonej fluorescencji (mRFP), udostepnione przez dr
Tsuyosi Nakagawa (Uniwersytet Shimane, Japonia) (Nakagawa i in. 2009);
-pGWB502/C-SF-TAP — plazmid docelowy do klonowania w systemie Gateway (Invitrogen)
umozliwiajgcy przeniesienie sekwencji z plazmidu pENTR1A lub pDONR201, wektor pozwala
na wyrazenie biatka w fuzji ze znacznikiem SF-TAP na C-koncu, wykonany na bazie pGWB502

(Kerényiiin. 2013).

3.1.5 Startery

Nazwa Sekwencja

Klonowanie

AtUPF1 promotor F 5' TATATGTACGTGTGGTTGTT 3'

AtUPF1 promotor R 5' CGTTCTAGATAGAAAAAATCAG 3'

pPENTR1IARH11F 5' CAATTC AGTCGA CTGGAT CCGGTA CATGAG TGCATC ATGGGC AGATG 3'
pENTR1IA RH12 R 5' GAAAGC TGGGTC TAGATA TCTCTG ACAGTA GATTGC TTGATC 3'
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PENTR1IARH12 F

5' CAGTCG ACTGGA TCCGGT ACATGA ATACTA ACAGAG GAAGAT ATC 3'

pENTR1IA RH14 R

5' TACAAG AAAGCT GGGTCT AGATAT CTTCTG TGTTTC ATCATC ATCGTC TCG 3'

pENTR1IA RH14 F

5' CAATTC AGTCGA CTGGAT CCGGTA CATGGC TGCTAC CGCTGC TGC 3!

Genotypowanie

RH6 LP-SAIL111H08

5" TCCAACCAGTAAATGGACAGG 3’

RH6 RP-SAIL111HO8

5" ATAGAGGAAGATTTCCACCGG 3’

RH8 LP-GK447H07

5" ATGGAACACTCTGTTTCGGTG 3’

RH8 RP-GK447H07

5" CAAAGCTGGCGTCGTAAATAG 3’

RH12 LP-SALK148563

5" CTAGGGAGAGATCTCCACAGG 3’

RH12 RP-SALK148563

5 TCGAGGAATTGACATTCAAGC 3’

RT-qPCR
qUBCI R 5' ACTCCTCCAGAATAAGGGCTATCCG 3'
qUBCY F 5' TTCATGTAGCGCAGGACCCGTTG 3'

gAT5G45430 R

5' CCTTCCCGGTGGTCTATACTTTG 3'

gAT5G45430 F

5' GACCCAGCAGAAGGTGGATAC 3'

gAT1G36730 R

5' AGTTGGGTAGGAGATGAACCAC 3'

gAT1G36730 F

5' GTGAAGAAGGCACCAGAACAAG 3'

qSMG7 R

5' CAAGAAGCCAAGGCCACAAAG 3'

qSMG7 F

5' TGGGAATGATGCAGGTGAGTG 3'

Wyciszanie VIGS-NMD

Nb DHH1 VIGS EI F

5' cataGAATTCCCGGAGTTCCAACCTTCCATTGTGC 3'

Nb DHH1 VIGS EI R

5' cataGAATTCGCGGAAGTCATGAAACACTCTGTTCC 3'

Nb DDX3X VIGS EI F

5' cataGAATTCAGACTAGCCTCGGATTTTCTATCCAG 3'

Nb DDX3X VIGS OL R

5'ATAAGAGCAAGGGGAAACACTGTCCGAATTGTTCTCATTGAAGAAGGCAGTAGC 3!

Nb DDX3X VIGS OL F

5'GCTACTGCCTTCTTCAATGAGAACAATTCGGACAGTGTTTCCCCTTGCTCTTAT 3'

Nb DDX3X VIGS EI R

5' cataGAATTCGTACTCGAACCAACCCGTCCAACTGC 3'

Nb DBP2 VIGS EI F

5' cataGAATTCAGATCTTGAGATCCCAAGAACCAGG 3'

Nb DBP2 VIGS OL1 R

5'CCGAGAATATATATGAGGTGGACCCACTGAAGCATGCTTAGCATCCTGG 3'

Nb DBP2 VIGSOL1F

5'CCAGGATGCTAAGCATGCTTCAGTGGGTCCACCTCATATATATTCTCGG 3'

Nb DBP2 VIGSOL 2 R

5'GGATTTGAGGTTCAAAACCCATGTCCTTTTCGAAGGGTACCAAGTTTCC 3'
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Nb DBP2 VIGSOL 2 F 5'GGAAACTTGGTACCCTTCGAAAAGGACATGGGTTTTGAACCTCAAATCC 3!

Nb DBP2 VIGS long EI R 5' cataGAATTCTCACCATGAATAGAAAGTGCAGGCC 3!

Sondy do analizy northern blot

mGFP F 5' ATAACAATGAGTAAAGGAGAAGAACTT 3'
mGFP R 5' GCCGGATCCCTATTTGTATAGTTCATCCATGC 3'
Tabela 1

Sekwencje starterow uzytych do klonowania, genotypowania, RT-gPCR, eksperymentdw VIGS i hybrydyzacji
northern blot.

3.2 Materiaty

3.2.1 Sterylizacja nasion

Przed wysianiem nasiona byly sterylizowane przez 2 minuty w roztworze 96% etanolu wraz
z0,05% SDS, nastepnie dwukrotnie przez 2 minuty w 70% etanolu. Proces sterylizacji
prowadzono z ciggtym wytrzgsaniem. Nasiona byly suszone przez 2 godziny i wysiewane

w sterylnych warunkach na szalki.

3.2.2 Hodowla roslin
Rosliny A. thaliana przed rozpoczeciem hodowli byty poddawane stratyfikacji przez 72

godziny w temperaturze 4°C z brakiem dostepu do swiatta. Hodowle prowadzono na
szalkach z podfozem MS lub w doniczkach z wysterylizowang mieszanka ziemi i agroperlitu
w fitotronie firmy Percival Scientific AR- 66/SPLIT w warunkach dtugiego dnia: 16 godzin
Swiatta i 8 godzin ciemnosci w statej temperaturze 22°C. Rosliny N. benthamiana byty
hodowane w tych samych fitotronach w warunkach dtugiego dnia, w temperaturze 24°C.

14-dniowe siewki A. thaliana poddawane stresowi cieplnemu wykonano zgodnie z opisem
(Merret iin. 2017). Szalki wraz z siewkami inkubowano w fazni wodnej w 38°C przez 15 min.

nastepnie materiat zbierano i mrozono w ciektym azocie.

3.2.3 Chromatografia powinowactwa
30 graméw 14-dniowych siewek A. thaliana poddano sieciowaniu przez dwukrotng inkubacje

pod obnizonym ci$nieniem z 1% roztworem formaldehydu w buforze PBS (137mM NaCl;
2,7mM KCl;10mM Na,HPO4; 2mM KH,PQ,4) przez 10min. Nastepnie dodano 2M roztworu
glicyny do koncowego stezenia 80mM i inkubowano pod obnizonym cisnieniem przez 10min.
Materiat roslinny przeptukano wodg, osuszono za pomocg Miracloth (Calbiochem),
zamrozono w cieklym azocie i roztarto uzywajac laboratoryjnego blendera Waring

w obecnosci suchego lodu. Do utartego materiatu roslinnego dodano odpowiednio 30ml
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buforu ekstrakcyjnego (100mM Tris—HCI pH 8.0; 150mM NaCl; 2mM EDTA; 2mM DTT; 1mM
PMSF (PMSF, ang. phenylmethanesulfonylfluoride); 0.5% Triton X-100; inhibitor proteaz
Complete), inkubowano na lodzie 10min wytrzgsajgc co 2min (Vortex). Dalsza
homogenizacje probek przeprowadzono za pomocga ultradzwiekdow przy uzyciu sonikatora
Bioruptor (Diagenode) w tazni wodnej z lodem (cztery impulsy 30s, 60s przerwy). Ekstrakty
dwukrotnie wirowano (20000g/40min/4°C i 35000g/60min/4°C) w celu oczyszczenia
z pozostatosci tkanek, nastepnie wykonano dwukrotng dialize, w obecnosci PEG 20000 przez
3 godz. w 4°C, a nastepnie w buforze do dializy (50mM Tris—HCI| pH 8.0; 150mM NaCl; 1mM
EDTA; 1mM DTT; 1mM PMSF; 20% glicerol) przez 3 godz. w 4°C. Do otrzymanego
czterokrotnie zatezonego ekstraktu dodano RNAzy A (Qiagen) do koncowego stezenia
250pg/ml. Ekstrakt inkubowano przez 3godz w 4°C z 200ul ztoza anti-FLAG-M2, ktére
uprzednio trzykrotnie przeptukano buforem do ptukania (50mM Tris—HC| pH 8.0; 150mM
NaCl; 1imM EDTA; 1mM DTT; 0,1% Triton X-100). Po zwigzaniu biatek ztoze naniesiono na
kolumne i trzykrotnie przeptukano buforem do ptukania, a nastepnie dwukrotnie buforem
TBS (50mM Tris—HCI pH 8.0; 150mM NaCl; 1mM DTT). Biatka eluowano z kolumny przez
16godz., z ciggtym mieszaniem, w 4°C dodajgc 200ul 250ug/ml peptydu FLAG w buforze TBS.
Eluat zatezono do objetosci 20ul uzywajac SpeedVac Christ. Zatezony eluat inkubowano
przez 30min w 90°C w celu odwrécenia usieciowania komplekséw biatkowych

formaldehydem.

3.2.4 Identyfikacja biatek za pomoca spektometrii mas (LC/MS-MS)
Analiza LC-MS/MS oczyszczonych biatek otrzymanych po chromatografii powinowactwa

zostata wykonana przez dr Ewe Sitkiewicz w Srodowiskowym Laboratorium Spektrometrii

Mas, Instytut Biochemii i Biofizyki PAN.

3.2.5 VIGS-NMD oraz nadekspresja w N. benthamiana
Agroinfiltracja N. benthamiana oraz detekcja GFP zostata przeprowadzona wedtug (Kertész i

in. 2006, Kerényiiin. 2013) w Laboratorium dr Daniela Silhavy (Agricultural Biotechnology
Institute, Godoll6, Wegry). Bakterie A. tumefaciens koniugowano odpowiednio na szalce bez
antybiotykow z plazmidem binarnym oraz plazmidem ,helper” utatwiajagcym koniugacje.
Bakterie inkubowano 18godz. w 30°C i przenoszono na szalki z odpowiednimi antybiotykami:
rifampicyng (50mg/l), gentamycynyng (10mg/l) i spektynomycyng (50mg/I) lub kanamycyna

(50mg/I) i ponownie inkubowano 18godz. w 30°C. Nastepnie zaszczepiano ptynne hodowle
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bakteryjne z odpowiednimi antybiotykami i hodowano z wytrzgsaniem przez 18godz.
w temperaturze 30°C, po czym wirowano (2000g/15min) w temperaturze pokojowej, osad
zawieszano w buforze do transfekcji (10mM MES pH 5.6, 10mM MgCl,, 100 uM
acetoseringon). Gestosci optyczne mieszanin bakterii gotowych do transfekcji roslin wynosity
odpowiednio ODgyp=0.4 lub ODgyp=0.2 dla P14.

21-dniowe rosliny N. benthamiana transfekowano jednoczesnie mieszaning trzech hodowli
Agrobacterium tumefaciens wyrazajgcych P14, TRV RNA1l i TRV RNA2 z fragmentami
kodujgcymi odpowiednio sekwencje N. benthamiana PDS, PDS-UPF1, PDS-DDX3, PDS-DDX5
lub PDS-DDX6. Réwnolegta ko-transfekcja PDS stuzy do monitorowania wyciszania, a P14
zapobiega aktywacji wyciszenia wywotanego agroinfiltracjg. Dodatkowo poziom mRNA P14
stanowi wewnetrzna kontrole ilosci RNA w analizie northern blot (Benkovics i in. 2011,
Mérai i in. 2013). Po 14 dniach wzrostu roslin i wyciszania ekspresji gendw, ponownie
przeprowadzano agroinfiltracje mieszaning bakterii wyrazajgcych P14 i reporter NMD G-600
albo P14 i reporter G-95, niewrazliwy na NMD. Po 3 dniach wykonywano zdjecia lisci
i zbierano materiat poprzez wyciecie transformowanych lisci, z ktérego bezposrednio
izolowano RNA. Test wydajnosci VIGS zostat wykonany przez Andor Auber i Mariann Auth
(Agricultural Biotechnology Center GodollG), przez sprawdzenie poziomu mRNA dla helikaz
z grupy DDX3 (RH11, RH37 i RH52), DDX5 (RH14 i RH46) i DDX6 (RH6, RH8 i RH12) za pomoca
analizy RT-gPCR. W przypadku DDX3 i DDX6 przetestowano wszystkie homologi
N. benthamiana, a w przypadku DDX5 cztery homologi, ktére odpowiadajg helikazom RH14
i RH46 u Arabidopsis. Dla kazdej helikazy DDX jedna para starterow rozpoznawata mRNA
dwdéch  homologéw  N.  benthamiana, odpowiednio  Niben101Scf02006g03006
i Niben101Scf08679g03014 dla RH37, Niben101Scf05711g00004 i Niben101Scf05447g02007

dla  RH52, Niben101Scf02072g02019 i Niben101Scf00150g04013 dla  RH11,
Niben1015cf02402g01001 i Niben101Scf05118g04008 dla RH8, RH8 i RH12,
Niben1015cf06442g00013 i Niben1015cf10132g01028 dla RH14 oraz

Niben101Scf02589g00002 i Niben101Scf03049g07019 dla RH46.

Nadekspresja biatek w lisciach N. benthamiana byta wykonywana przy uzyciu mieszaniny
bakterii wyrazajgcych P14 i konstrukt wyrazajgcy UPF1DN lub RH12. Po 3 dniach, ponownie
wykonywano agroinfiltracje mieszaning bakterii zawierajgcg reporter NMD G600 lub
konstrukt kontrolny G-95. Po uptywie kolejnych 3 dni wykonywano zdjecia, zbierano

materiat i izolowano RNA (rys. 12).
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Rosliny N. benthamiana poddaje sie agroinfiltracji bakteriami zawierajagcymi konstrukty kontrolne PDS i PDS-
UPF1 (wyciszenie ekspresji UPF1) lub wyciszajgce ekspresje potencjalnego czynnika NMD. Po 14 dniach liscie,
w ktorych zaszto wyciszenie (oceniane przez widoczny efekt fotowybielania), transfekowano ponownie przez
infiltracje bakteriami zawierajgcymi konstrukt kontrolny wyrazajgcym GFP (G95), konstrukt reporterowi NMD
z wydtuzonym konicem 3'UTR o 600 nukleotydéw (G600) lub konstrukt reporterowy z intronem w 3’UTR
(G600+intron). Aktywnos¢ NMD testowano na poziomie biatka przez ocene aktywnosci GFP oraz na poziomie
transkryptu przez izolacje RNA i analize northern blot.

3.2.6 Izolacja catkowitego RNA N. benthamiana
Fragment wycietego liscia N. benthamiana ucierano w cieklym azocie, dodawano 750ul

buforu do ekstrakcji (100mM glicyna, 100mM NaCl, 10mM EDTA, 20% SDS), mieszano
W mozdzierzu i zbierano materiat do probdowek, po czym wirowano (16000g/5min). Po
odwirowaniu zbierano gorng faze do nowej probdéwki typu eppendorf, dodawano 600ul
fenolu i wirowano (16000g/5min). Ponownie zbierano goérng faze, dodawano 500ul
mieszaniny fenol:chloroform, wirowano i zbierano gérng faze do nowej probdéwki typu
eppendorf. RNA strgcano 2,5 objetosciami 96% etanolu w obecnosci 0,3M octanu sodu pH
5.3 przez noc w -20°C, wirowano (16000g/20min/4°C), ptukano 70% etanolem, zawieszano
w 50 ul wody dejonizowanej i mierzono stezenie przy uzyciu spektrofotometru Nano Drop

(Thermo Scientific).

3.2.7 Analiza northern blot
3ug catkowitego RNA mieszano w stosunku 1:1 z buforem do naktadania prébek (1xMOPS

(20mM MOPS; 5mM octan sodu, 1ImM EDTA; pH 7.0); 6,4% formaldehyd, 48% formamid;
5,3% glicerol i 6,6% bfekit bromofenylowy) i denaturowano w 65°C przez 10min. Prébki
chtodzono i nanoszono na 1,5% denaturujacy zel agarozowy zawierajacy 2% formaldehydu
i 10mg/ml bromku etydyny. Elektroforeze prowadzono w buforze 1xMOPS przy statym
napieciu 75V az do uzyskania odpowiedniego rozdziatu RNA (ok. 3godz). Zel ptukano
w wodzie, a nastepnie trzykrotnie po 15min w buforze 10xSSC (1,5M NaCl; 150mM cytrynian

sodu; pH 7). RNA przenoszono na membrane nylonowg Hybond-N" (Amersham) za pomoca

45



transferu kapilarnego w buforze 10xSSC przez 16godz. i utrwalano na filtrze promieniami UV
(1200kj/cm2, Stratalinker). Pre-hybrydyzacje wykonywano w 10ml buforu Church (0.5M
bufor fosforanowy, pH 7; 1mM EDTA; 7% SDS) w temperaturze 65°C przez 30min,
a nastepnie hybrydyzowano z sondami. Sondami do analizy mRNA byty znakowane
radioaktywnie produkty reakcji random priming na matrycy produktéw PCR (25ng)
z wykorzystaniem DECAprimeTM Il (Ambion), dekamerdw, 5U enzymu Klenow (Ambion),
25uCi [a-32P]ATP (Hartmann Analytics), oraz buforu dotgczonego w zestawie. Produkty PCR
o dtugosci 300-500nt oczyszczano poprzez rozdziat w 1% zelu agarozowym, wycinano
ieluowano z zelu przy uzyciu zestawu Qiaquick Gel ExtractionKit (Qiagen). Reakcje
znakowania prowadzono w objetosci 25ul w temperaturze 37°C przez 10min i zatrzymywano
dodajac 1ul 0,5M EDTA. Wyznakowang sonde dodawano do buforu pre-hybrydyzacyjnego
i kontynuowano hybrydyzacje przez 16godz. w 65°C. Po reakcji membrane ptukano
dwukrotnie po 20min buforem 2xSSC, 0,1%SDS oraz jeden raz buforem 0,1xSSC, 0,1% SDS.
Po ekspozycji membran w kasecie z ekranem Imaging Plate (Fujifilm) obraz
autoradiograficzny odczytywano za pomocg skanera Typhoon™ FLA 9000 (GE Healthcare Life

Sciences) i analizowano przy uzyciu programu Image Quant (Molecular Dynamics).

3.2.8 Transformacja A. thaliana metodgq in planta
Transformacje A. thaliana przeprowadzono wedtug (Clough & Bent, 1998). Bakterie

A. tumefaciens transformowano plazmidem binarnym przy uzyciu elektroporacji
(Elektroporator 2510, Eppendorf) przy réznicy napieé 2,5kV/cm. Stransformowane bakterie
hodowano w 300ml pozywki YEP uzupetnionej odpowiednimi antybiotykami: rifampicyna
(50mg/l), gentamycynyng (10mg/l) i spektynomycyng (50mg/l), do uzyskania gestosci
optycznej hodowli 0D600=1,7-1,8. Bakterie wirowano (5000g/15min/20°C) osad zawieszano
w 200ml w buforze 10mM MgCI2, 200ul/I Silwet L-77 (Chematura). Kwiaty A. thaliana
zanurzano w przygotowanej zawiesinie bakteryjnej przez 6-7min. Nastepnie przechowywano
w fitotronie przez noc bez dostepu Swiatta, po 2 miesigcach zbierano nasiona, ktore

wysiewano na do ziemi i spryskiwano BASTA (Bayer) (50mg/I).

3.2.9 Izolacja genomowego DNA z tkanek roslinnych
Niewielki fragment liscia umieszczano w 2ml probdéwkach typu eppendorf dodawano 400ul

buforu ekstrakcyjnego (10 mM Tris pH=8,0; 1mM EDTA;250mM NaCl) i 100ul kulek

cyrkonowych (Roth) i wytrzgsano przez 2minw temperaturze pokojowej. Mieszanine
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wirowano (16000g/5min/25°C), zbierano faze wodng, a DNA ekstrahowano mieszaning
fenol/chloroform (1:1), a nastepnie samym chloroformem. DNA strgcano 2,5 objetosciami
96% etanolu w obecnosci 0,3M octanu sodu pH 5.3, wirowano (16000g/20min/4°C), ptukano
70% etanolem i po wysuszeniu osadu zawieszano w wodzie dejonizowanej. 1ul genomowego

DNA uzywano jako matrycy do reakcji PCR.

3.2.10 lzolacja catkowitego RNA A. thaliana
Catkowite RNA izolowano z 14-dniowych siewek A. thaliana hodowanych na szalkach

zpozywka MS. 0,5gr zamrozonego w ciektym azocie materiatu roslinnego rozcierano
w mozdzierzu w obecnosci ciektego azotu. Zamrozony sproszkowany materiat przenoszono
do probowek z 5ml odczynnika TRIzol (Invitrogen) i postepowano wedtug wskazowek
producenta. RNA poddawano dalszemu oczyszczaniu przez ekstrakcje mieszaning
fenol/chloroform/alkohol izoamylowy (25:24:1), a nastepnie samym chloroformem. RNA
strgcano 2,5 objetosciami 96% etanolu w obecnosci 0,3M octanu sodu pH 5.3, wirowano
(16000g/20min/4°C), ptukano 70% etanolem i po wysuszeniu zawieszano w wodzie
traktowanej 0,1% roztworem DEPC (H,Opgpc). Stezenie RNA w prébkach ustalano za pomoca

spektrofotometru NanoDrop (Thermo Scientific).

3.2.11 Reakcja odwrotnej transkrypcji
Przed przeprowadzeniem reakcji odwrotnej transkrypcji (RT, ang. Reverse Transcription)

wyizolowane prébki RNA traktowano TURBO DNazg (Ambion) w stezeniu 10U enzymu na
10ug RNA, w temperaturze 37°C przez 60min. Nastepnie ekstrahowano RNA mieszaning
fenol/chloroform/alkohol izoamylowy (25:24:1), wirowano i dodawano chloroform, strgcano
jak opisano wczesniej i zawieszano. 5ug RNA inkubowano z 500ng oligo(dT)12 i losowymi
primerami heksamerowymi w temperaturze 65°C przez 5min, schtadzano w lodzie przez
2min. Reakcje RT przeprowadzano z uzyciem 200U enzymu SuperScript IV Reverse
Transcriptase (Invitrogen) i 40U inhibitora RNaz (RiboLock RNase Inhibitor, Thermo Scientific)
w buforze dostarczonym przez producenta. Przygotowane reakcje inkubowano10min w 23°C
w obecnosci specyficznego startera, nastepnie 10 min w 55°C w obecnosci oligo(dT)

i zatrzymywano reakcje przez inkubacje 10 min w 80°C.

3.2.12 Analiza PCR w czasie rzeczywistym
Do analizy PCR w czasie rzeczywistym (gPCR, ang. quantitative PCR) wykorzystano

oligonukleotydy, ktérych wydajnos¢ E miescita sie w przedziale 1,8-2. Reakcje gPCR
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przeprowadzano na matrycy cDNA otrzymanego w reakcji RT z uzyciem oligonukleotydu
oligo(dT)1> i losowych heksameréw. Relatywna zmiana poziomu badanego mRNA byta

okreélana zgodnie ze wzorem , krotnoéé zmiany” = wydajnoé¢ pary starterow (€PCOF0 - cPMuty

gdzie cp oznacza numer cyklu, w ktérym powstaty produkt reakcji przekroczyt okreslony prég
ilosci i stanowi sSrednig z trzech powtdrzonych reakcji. Krotno$¢ zmiany dla danej pary
starteréw byta normalizowana poprzez podzielenie jej przez krotno$¢ zmiany dla pary
starteréw, ktorych produkt byt uzywany jako kontrola ilosci cDNA dodanego do reakcji. Do

normalizacji, jako genu referencyjnego uzywano ubikwityny (AT4G2760). gqPCR zostat

przeprowadzony za pomocg odczynnika LightCycIer® 480 SYBR Green | Master (Roche).

3.2.13 Analiza okresu péttrwania mRNA
Analize stabilnosci RNA wykonano zgodnie z (Zakrzewska-Placzek i in. 2010). 14-dniowe

siewki A. thaliana przenoszono z szalek z podtozem statym do 500ml kolb zawierajgcych
bufor (1ImM Pipes pH 6.25, ImM cytrynian sodu, 1mM KCI, 15mM sacharoza, H,Opgpc). Bufor
przygotowywano dzien wczesniej i przechowywano w 4°C. Siewki inkubowano przez 30min
z delikatnym wytrzgsaniem. Nastepnie dodawano 150ug/mL kordycypiny (Sigma-Aldrich)
i inkubowano pod obnizonym cisnieniem przez 45-50sek. 0,5g materiatu zbierano po Omin,
15min, 30min, 60min i 90min od dodania kordycypiny, osuszano za pomocg Miracloth

i zamrazano w ciektym azocie. Nastepnie izolowano catkowity RNA jak opisano wyzej.

3.2.14 Ko-immunoprecypitacja
Ko-immunoprecypitacje (ko-IP) w celu potwierdzenia oddziatywania helikazy RH12 z UPF1

i UPF3 z lisci N. benthamiana przeprowadzono zgodnie z opisem (Kerényi i in. 2008).
Agroinfiltracja gérnych mtodych 21-dniowych lisci N. benthamiana zostata przeprowadzona
jak opisano powyzej. Do ko-IP zastosowano mieszanine bakterii zawierajacg P14 oraz
odpowiednio konstrukty wyrazajgce RH12-GFP i UPF1-HA lub UPF3-HA. Biatka izolowano
i przeprowadzano procedure ko-IP z uzyciem Swiezo zebranego materiatu po 3 dniach od
agroinfiltracji. 1,2g materiatu roslinnego ucierano z azotem, dodawano 2,4ml buforu do
izolacji (25mM TRIS pH 7.6, 150mM NaCl, 10% glicerol, 0,15% igepal, 50mM DTT, inhibitor
proteaz (SIGMA), 10%PVPP), inkubowano 10min na lodzie, wirowano trzykrotnie
(12 000g/4°C/10min) w celu oczyszczenia supernatantu. Jako ztoze do przeprowadzenia IP
zastosowano matryce powinowactwa anty-HA (Roche). Materiat roslinny inkubowano ze

ztozem przez 1godz. w 4°C, po czym zfoze trzykrotnie ptukano buforem do izolacji
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i inkubowano w 95°C z buforem Laemmli (2% SDS; 10% glicerol; 62,5mM Tris—HCI pH 6.8; 5%
B- mercaptoetanl). Biatka analizowano nastepnie technikg western blot przy uzyciu mysich
przeciwcial monoklonalnych peroksydaza anty-HA (Roche) i peroksydaza anty-GFP (Santa
Cruz) zgodnie z instrukcjami producenta.

Ko-immunoprecypitacje w celu potwierdzenia oddziatywania ECT2 i UPF1 w materiale
pochodzgcym z 14-dniowych siewek i kwiatow A. thaliana linii UPF1-FLAG oraz Col-0 jako
kontroli przeprowadzono wedtug zmodyfikowanego opisu (Merretiin. 2013). Do roztartego
w obecnosci ciektego azotu uprzednio usieciowanego formaldehydem materiatu roslinnego
dodawano bufor do izolacji biatek w proporcji 1:3 (materiat roslinny : bufor) (100mM Tris-HCI
pH 7.5; 150mM NaCl; 1% Igepal, ImM PMSF; 1% inhibitor proteaz). Ekstrakty biatkowe
wirowano (12 000g/4°C/15min), nastepnie filtrowano za pomoca strzykawki i filtra (0,45 um)
w celu dokfadniejszego oczyszczenia supernatantu. Pobierano input 200 pl i strgcano w
obecnosci 400 ul etanolu przez noc. Oczyszczone supernatanty inkubowano ze ztozem
magnetycznym anty-FLAG M2 (SIGMA) przez 1,5godz. w temperaturze 4°C. Pobierano
frakcje niezwigzang. Ztoze przeptukano 3-krotnie buforem do izolacji biatek i eluowano
poprzez zagotowanie prébek w 95 °C przez 5 min w buforze Lamelli. Nastepnie
przeprowadzano analize western odpowiednio z przeciwciatami anty-FLAG (SIGMA) (1:3000)

oraz anty-ECT2 (Eurogentec) (1:2000).

3.2.15 Analiza western blot
Roztarty materiat roslinny umieszczano w 1,5ml probéwkach typu eppendorf, dodawano 1:1

buforu Lamelli i doktadnie wirowano (vortex). Préobki denaturowano w 95°C przez 5min
i wirowano (16000g/5min/25°C). Ekstrakty biatkowe rozdzielano technikg SDS-PAGE w 6 -
14%, zelach poliakrylamidowych (akrylamid:bis-akrylamid 29:1) w zaleznosci od masy
molekularnej badanych biatek, w buforze do elektroforezy (2,5 mM Tris, 19 mM glicyna,
0.01% SDS) przy napieciu50-100V. Zel przed rozpoczeciem transferu ptukano przez 15 min
w TBST (137mM NaCl; 20mM Tris-base; 0.1% Tween-20) w celu usuniecia pozostatosci SDS.
Rozdzielone biatka z zelu transferowano na uprzednio aktywowang 95% etanolem
membrane nitrocelulozowg Protran (Schleicher & Schuell) przez 2godz. za pomocg transferu
mokrego przy statym napieciu 70V lub statym natezeniu 150mA w buforze do transferu (20%
etanol; 25mM Tris—HCl; 20mMglicyna). Membrane blokowano w 5% roztworze

odtfuszczonego mleka w TBST przez 1godz. w temperaturze pokojowej, po czym roztwoér
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mleka wymieniano na nowy i dodawano odpowiednie przeciwciata pierwszorzedowe. W celu
sprawdzenia poziomu ekspresji biatek fuzyjnych w stabilnych liniach transgenicznych
A. thaliana uzywano przeciwciat anty-Flag w stezeniu 1:3000, anty-ECT2 (1:2000); anty-RH6
(1:2000), anty-RH8 (1:500), anty-RH12 (1:3000), anty-UGP (1:5000), anty-HA (1:5000) i anty-
GFP (1:1000) i inkubowano 16godz. w 4°C. Po inkubacji z przeciwciatami pierwszorzedowymi
membrane ptukano pieciokrotnie po 5min buforem TBST, po czym inkubowano ponownie
w buforze z 5% mlekiem i TBST zprzeciwciatami drugorzedowymi rozpoznajgcymi
odpowiednio 1gG mysie (anty-mysie) w stezeniu 1:10000 lub IgG krélicze 1:5000 przez 1godz.
w temperaturze pokojowej. Po inkubacji membrane ptukano pieciokrotnie po 5min buforem
TBST. Immunodetekcje przeprowadzano technikg ECL (ang. Enchanced Chemi-

Luminescence) wedtug zalecen producenta (Amersham).

3.2.16 Frakcjonowanie polisomow
Frakcjonowanie polisomdw przeprowadzono zgodnie z opisem (Mustroph i in. 2009; Merret i

in. 2013) i wykonano w Laboratorium dr Cécile Bousquet-Antonelli (Laboratoire Génome et
Développement des Plantes (LGDP) Université de Perpignan-CNRS). 1g sproszkowanego
materiatu roslinnego inkubowano z 3 objetosciami buforu do izolacji polisoméw (200mM
Tris-HCI pH 9; 200mM KCl; 25mM EGTA; 35mM MgCl,; 1% roztwér detergentéw: 10% Brij35
(SIGMA); 10%Triton X-100;10% Igepal; 10% Tween20; 1%DOC; 1% PTE; 5mM DTT; 1mM
PMSF; 50 pg/ml cykolheksymid; 50 pg/ml chloramfenikol; 1% inhibitor proteaz). Inkubowano
na lodzie przez 10 min i wirowano (17 000g/4°C/10min) a nastepnie filtrowano przez
Miracloth. 1,2 ml ekstraktu naktadano na gradient sacharozowy (15%-60%) i wirowano
(170 000g/4°C/2,5g0dz). Profile polisomdéw wykonywano za pomocg detektora absorbancji
ISCO przy 254 nm i zbierano 11 frakcji po 600 pl.

3.2.17 lzolacja protoplastéw z mezofilu A. thaliana
Izolacje protoplastéw z A. thaliana wykonywano zgodnie z opisanym protokotem (Wu i in.

2009) z 21-dniowych lisci typu dzikiego (Col-0). Usuwano epiderme za pomoca tasmy klejgcej
nastepnie lisScie inkubowano na szalce Petriego w 25ml $wiezo przygotowanego buforu
enzymatycznego (1,2% celulaza R10 (Duchefa); 0,5% macerozym R10 (Duchefa); 0,4M
mannitol; 20mM KCl; 10mM CaCly; 20mM MES pH 5.7) bardzo delikatnie mieszajgc na
wytrzgsarce orbitalnej przez 20-30 min w temperaturze pokojowej. Uwolnione protoplasty

zbierano delikatnie do okragto dennej 50ml probdéwki i wirowano (80g/3min/25°C).

50



Protoplasty trzykrotnie ptukano buforem W5 (154mM NaCl; 125mM CaCl2; 5mM KCl; 2mM
MES pH5.7), zawieszano w buforze MMg (0,4M mannitol; 15mM MgCl2; 4mM MES pH 5.7)

i transfekowano przygotowanymi plazmidami.

3.2.18 Transfekcja protoplastow
Transfekcje wyizolowanych protoplastow przeprowadzano w 2ml okragto dennych

probéwkach typu eppendorf. Do 200ul przygotowanych protoplastéw dodawano 10ug
plazmidowego DNA, 110ul roztworu PEG (40% PEG-4000; 0,2M mannitol; 0,1M CaCl,),
delikatnie mieszano i inkubowano w temperaturze pokojowej przez 6min, po czym
dodawano 1ml buforu W5 i wirowano (80g/4min/25°C). Stransfekowane protoplasty
dwukrotnie ptukano buforem W5 i inkubowano przez 18godz. w buforze W5 z 1mM glukoza

w fitotronie w warunkach braku dostepu Swiatta.

3.2.19 Obserwacje mikroskopowe — lokalizacja komérkowa biatek
Obserwacje stransfekowanych protoplastdow przeprowadzano przy uzyciu systemu

konfokalnego FluoView FV1000wyposazonego w detektory spektralne Olympus.
Wykorzystano obiektyw wodny PLANAPO o powiekszeniu 60x i o aperturze numerycznej
1,20.Biatko zielonej fluorescencji (sGFP) oraz chlorofil wzbudzane byty sSwiattem lasera
argono-jonowego dtugosci fali 488nm, biatko z6ttej fluorescencji (YFP) o dtugosci 514nm,
biatko czerwonej fluorescencji (mRFP) o dtugosci 561nm. Emisja sGFP, YFP, mRFP i chlorofilu
zbierana byta w przedziatach odpowiednio 500-550nm, 520-550nm, 560-610nm i 655-
755nm.

3.2.20 Analiza bioinformatyczna
Przyréwnanie sekwencji homologéw helikaz DDX3-, DDX6-, DDX5 Arabidopsis thaliana:

RH52, RH11 i RH37 (DDX3); RH6, RH8 i RH12 (DDX6); RH14 i RH4 (DDX5); Homo sapiens:
DDX3; DDX6; DDX5; i Saccharomyces cerevisiae: Dbpl (DDX3); Dhh1 (DDX6); Dbp2 (DDX5),

zostato wykonane za pomocg programu Clustal Omega.
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4. Wyniki

4.1 Identyfikacja biatek potencjalnie zaangazowanych w roslinny mechanizm NMD
Ztozonos¢ kompleksu NMD u innych organizmow oraz istnienie wielu dodatkowych

i pomocniczych czynnikdw tego procesu stanowity wyjsciowe zatozenie do wykrycia takich
czynnikdw u A. thaliana poprzez identyfikacje biatek oddziatujgcych z UPF1, giéwnym
efektorem NMD. Badania przedstawione w pracy zostaty wykonane z wykorzystaniem linii
transgenicznej A. thaliana wyrazajace]j biatko UPF1 w C-terminalnej fuzji ze znacznikiem SF-
TAP (2xStrep-FLAG) w mutancie upf1-5. Przed wykonaniem eksperymentéw sprawdzono czy
w linii UPF1-SF zostat odwrdcony fenotyp molekularny mutanta upfl-5 polegajgcy na
defekcie mechanizmu NMD. W przeciwienstwie do mutanta upf1-5, w roslinach UPF1-SF
oraz w Col-0 nie wystepuje akumulacja endogennych substratéw NMD SMG7, AT5G45430
i AT1G36730 (rys.11). Oznacza to, ze ekspresja biatka UPF1-SF odwraca fenotyp mutanta,

potwierdzajac, ze biatko fuzyjne jest funkcjonalne.
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Rys.11 Ekspresja biatka fuzyjnego UPF1-SF odwraca fenotyp molekularny mutanta upf1-5.

Poziom mRNA endogennych substratow NMD, SMG7, AT5G45430i AT1G36730 w Col-0, upf1-5i UPF1-SF w 14-
dniowych siewkach zmierzony za pomocg RT-qPCR. Ekspresje znormalizowano do mRNA ubikwityny
(AT4G2760). Wartosci reprezentujg srednig z trzech niezaleznych powtdrzen biologicznych, stupki bteddow
oznaczajg odchylenie standardowe (SD); *P<0,05, ***P<0,001 (test t).

Oczyszczenie interaktoréw UPF1 wykonano metodg chromatografii powinowactwa (ang.
Affinity Purification) z 14-dniowych siewek linii UPF1-SF oraz roslin kontrolnych typu dzikiego
(Col-0), a nastepnie przeprowadzono analize spektrometrii mas (LC MS/MS). W celu

zwiekszenia  wydajnosci  immunoprecypitacji  siewki  Arabidopsis  usieciowano
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formaldehydem. Ponadto, aby zidentyfikowa¢ biatka wspdtoczyszczajgce sie z UPF1 poprzez

interakcje biatko-biatko, a nie za posrednictwem RNA, lizaty roslinne zostaty potraktowane

RNazg A. Najciekawsze biatka zwigzane z metabolizmem RNA i/lub zidentyfikowane w co

najmniej dwoch z trzech wykonanych powtdrzen biologicznych lub znaczgco wzbogacone

w UPF1 w poréwnaniu z kontrolg negatywng zostaty przedstawione w Tabeli 2.

AGI numer Nazwa
1 AT5G47010 UPF1
2 AT1G54270 elF4A-2, czynnik translacyjny
3 AT3G13920 elF4A-1, czynnik translacyjny
4 AT1G26630 elF5A-1, czynnik translacyjny
5 AT2G23350 PABA4 (ang. Poly(A) binding protein)
6 AT3G11130 CHC1, klatryna (transport za posrednictwem pecherzykéw)
7 AT4G34110 PAB2 (ang. Poly(A) binding protein 2)
8 AT2G39260 UPF2
9 AT4G10320 tRNA syntetaza
10 AT1G49760 PABS8 (ang. Poly(A) binding protein 8)
11 AT1G56070 LOS1, biatko rybosomalne
12 AT2G41840 S5, biatko rybosomalne
13 AT5G05010 Klatryna (transport za posrednictwem pecherzykéw)
14 AT3G49430 SR34A, biatko bogate w seryne i arginine
15 AT3G08530 Klatryna (transport za posrednictwem pecherzykéow)
16 AT1G02840 SR34, biatko bogate w seryne i arginine
17 AT1G01320 REC1 (ang. Reduced chloroplasts coverage 1)
18 AT3G63460 SEC31B (transport za posrednictwem pecherzykdéw)
19 AT1G58983 S5, biatko rybosomalne
20 AT1G59359 S5, biatko rybosomalne
21 AT1G58380 S5, biatko rybosomalne
22 AT1G58684 S5, biatko rybosomalne
23 AT1G11650 biatko wigzgce RNA
24 AT5G61780 TUDOR-SN 2
25 AT5G02870 RPL4, biatko rybosomalne
26 AT1G33980 UPF3
27 AT4G27000 RBP45C, biatko wigzgce RNA
28 AT5G06600 UBP12, specyficzna proteaza ubikwityny
29 AT4G31480 Coatomer, transport za posrednictwem pecherzykow
30 AT4G31490 Coatomer, transport za posrednictwem pecherzykéw
31 AT5G11170 UAP 564, helikaza RNA z rodziny DEA(D/H)-box
32 AT5G11200 UAP 56b, helikaza RNA z rodziny DEA(D/H)-box
33 AT2G21390 Coatomer, transport za posrednictwem pecherzykdéw
34 AT3G11910 UBP13, specyficzna proteaza ubikwityny
35 AT1G27970 NTF2B, czynnik transportu jadrowego
36 AT2G42520 RH37, helikaza RNA z rodziny DEA(D/H)-box
37 AT3G58570 RH52, helikaza RNA z rodziny DEA(D/H)-box
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38 AT3G58510 RH11, helikaza RNA z rodziny DEA(D/H)-box
39 AT2G37270 5B, biatko rybosomalne

40 AT3G11940 5A, biatko rybosomalne

41 ATCGO00770 S8, biatko rybosomalne

42 AT5G36230 ARM biatko

43 AT2G45810 RH6, helikaza RNA z rodziny DEA(D/H)-box
44 AT3G61240 RH12, helikaza RNA z rodziny DEA(D/H)-box
45 AT1G26910 RPL10B, biatko rybosomalne

46 AT1G66580 RPL10C, biatko rybosomalne

47 AT3G11510 S11, biatko rybosomalne

48 AT1G62740 HOP2, biatko indukowane stresem

49 AT1G05190 L6, biatko rybosomalne

50 AT3G25920 L15, biatko rybosomalne

51 AT4G28080 REC2 (ang. Reduced chloroplasts coverage 2)
52 AT5G39850 S4, biatko rybosomalne

53 AT1G22760 PAB3 (ang. Poly(A) binding protein 3)

54 AT1G79850 S17, biatko rybosomalne

55 ATCG00820 $19, biatko rybosomalne

56 ATCG00750 S11, biatko rybosomalne

57 AT5G52040 RS41, biatko bogate w seryne i arginine
58 AT5G07350 TUDOR-SN 1

59 AT3G60240 elF4G, czynnik translacyjny

60 ATAG00660 RHS, helikaza RNA z rodziny DEA(D/H)-box
61 AT3G01540 RH14, helikaza RNA z rodziny DEA(D/H)-box
62 AT5G14610 RH46,helikaza RNA z rodziny DEA(D/H)-box
63 AT4G25500 biatko bogate w seryne i arginine 35

64 AT1G04170 elF2, czynnik translacyjny podjednostka y
65 AT5G20920 elF2, czynnik translacyjny podjednostka

Tabela 2. Biatka wspodtoczyszczajace sie z UPF1-SF.

Lista biatek zwigzanych z metabolizmem RNA, zidentyfikowanych w ko-IP z UPF1-SF w co najmniej dwdch
z trzech powtérzeniach biologicznych lub biatek wzbogaconych w poréwnaniu do kontroli negatywnej (Col-0).
Biatka oznaczone kolorem jasnoniebieskim reprezentujg biatka zidentyfikowane tylko w ko-IP z UPF1-SF
(niewystepujgce w ko-IP z Col-0), biatka nieoznaczone zadnym kolorem reprezentujg grupe czynnikéw
wzbogaconych po ko-IP z UPF1 w poréwnaniu do Col-0, helikazy RNA DEA(D/H)-box wybrane do dalszej analizy
sg oznaczone kolorem czerwonym. Biatka o najwyzszej réznicy mediany i istotnym poziomie zidentyfikowanych
peptydéw oddzielono linig od biatek o mniejszej liczbie zidentyfikowanych peptydow. Wzbogacenie
oszacowano jako réznice median obliczong ze znormalizowanej liczby zliczen.

Analiza wynikdéw pozwolita stwierdzi¢ obecnos¢ biatek UPF1, UPF2 i UPF3, co potwierdza
skutecznos$¢ oczyszczenia rdzenia kompleksu NMD. Mechanizm NMD jest $cisle zwigzany
z terminacjg translacji, jednak czynniki eRF1 i eRF3 nie zostaty zidentyfikowane. Nie udato sie
rowniez wspotoczyscié SMG7, mimo ze wykazano zalezne od fosforylacji oddziatywanie
SMG7 z UPF1 w ciatkach P (Kerényi i in. 2013). Jednak réwniez w komaérkach ludzkich, oraz

w niedawno opublikowanym interaktomie UPF1 u Arabidopsis, nie wykryto SMG1 wsréd
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biatek wspotoczyszczajgcych sie z UPF1, co wskazuje, ze interakcja UPF1-SMG7 moze by¢
niestabilna i przejsciowa (Flury i in. 2014; Schweingruber i in. 2016; Chicois i in. 2018).
Wsrdd interaktoréw roslinnego UPF1 nie zaobserwowano réwniez kompleksu DCP1/DCP2
usuwajgcego 5’ kap mRNA oraz biatek degradujgcych RNA, ktdre w komédrkach zwierzecych
wigzg sie z kompleksem NMD poprzez heterodimery SMG5:SMG?7 i/lub SMG5:PNRC2 (Loh i
in. 2013; Cho i in. 2013; Schweingruber i in. 2016). Wykazano jednak, ze u Arabidopsis
czynniki odcinajgce kap wspotoczyszczajg sie z UPF1 w sposdb zalezny od RNA, co wskazuje,
Zze moga byc¢ obecne na tych samych czgsteczkach mRNA (Chicois i in. 2018).

Poréwnanie ostatnio opublikowanego interaktomu UPF1 (materiat pochodzacy
z kwiatéw) (Chicos i in. 2018) z wynikami uzyskanymi w przedstawionej pracy (14-dniowe
siewki, Sulkowska i in. 2020) ujawnito 17 wspdlnych biatek (Tabela 3). Nalezy podkresli¢, ze
sg to biatka UPF1-3, helikazy RNA nalezgce do grupy DEA(D/H)-box, biatka wigzgce ogon
poli(A) (PAB2, PAB3, PAB4 i PAB8) oraz elF4A. Obecnos¢ tych samych helikaz RNA w obu
zestawach sugeruje, ze biatka moga rzeczywiscie reprezentowaé¢ dodatkowe czynniki

roslinnego mechanizmu NMD.

Biatka wspdtoczyszczajace sie z UPF1

1 AT5G47010 UPF1

2 AT2G39260 UPF2

3 AT1G33980 UPF3

4 AT2G45810 RH6

5 AT4G00660 RH8

6 AT3G61240 RH12

7 AT3G58510 RH11

8 AT2G42520 RH37

9 AT3G58570 RH52
10 AT3G01540 RH14
11 AT5G14610 RH46
12 AT1G54270 elF4A2
13 AT3G13920 elF4A (RH4)
14 AT4G34110 PAB2
15 AT2G23350 PAB4
16 AT1G49760 PAB8
17 AT1G22760 PAB3

Tabela 3. Lista wspdlnych biatek wspotoczyszczajacych sie z UPF1 w 14-dniowych siewkach
i kwiatach Arabidopsis (Chicoisiin. 2018).
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Wsréd innych biatek oddziatujgcych z UPF1 znalazta sie grupa czynnikdw splicingowych SR34,
SR34a, RS41 i SR35 (Tabelal), co wspiera bezposredni zwigzek pomiedzy tymi procesami,
gdzie alternatywny splicing mRNA jest gtdwnym Zrdédtem transkryptow zawierajgcych PTC
degradowanych na drodze NMD u roslin (Drechsel i in. 2013). Ponadto, zidentyfikowano
duzg grupe biatek rybosomalnych (trzynascie biatek 40S i trzy biatka 60S), czynniki inicjacji
translacji, w tym sktadniki kompleksu inicjacji translacji elF4F i kompleksu wigzgcego kap,
elFAG i jego dwa paralogi elF4A, elF4Al i elF4A2. Chociaz wykazano, ze podjednostki elF4F
Wigzg sie z czynnikami NMD w réznych organizmach, ich rola w tym procesie nie jest w petni
jasna (Rufener & Miuhlemann 2013). Otrzymane wyniki sg spdjne z koncepcja, ze u roslin,
podobnie jak u innych organizmoéw, NMD jest sprzezony z maszynerig inicjacji translacji.
Wsrod biatek wzbogaconych znaleziono réwniez czynniki zwigzane z importem do
jadra i transportem posredniczacym przez pecherzyki, takie jak sktadniki poréw jagdrowych,
oraz z aparatem Golgiego, pecherzykami COPI i pecherzykami zawierajgcymi klatryne.
Obecnos¢ UPF1 w fizycznej bliskosci z aparatem Golgiego jest zgodna z danymi spektrometrii
mas czynnikdw NMD w komorkach ludzkich (Schweingruber i in. 2016). Ponadto, wczesniej
zidentyfikowane czynniki NMD, NBAS i SEC13 (Anastasaki i in. 2011; Longman i in. 2013;
Casadio i in. 2015) sg powigzane z kompleksem transportu wstecznego z aparatu Golgiego
w kierunku do retikulum endoplazmatycznego (ER) (Tang i in. 1997; Aokiiin. 2009). Na
koniec zauwazono, ze UPF1 wigze sie rowniez z innymi czynnikami zaangazowanymi w szlaki
zwigzane z RNA i metabolizmem biatek, mianowicie biatkami TUDOR-SN i enzymami
deubikwitynujgcymi (DUB). Obserwacje te sg obecnie niejasne, ale sugerujg szerszy wktad

NMD w regulacje ekspresji genow niz wytgcznie poprzez kontrole jakosci RNA.

4.2 Helikazy RNA DEA(D/H)-box
Jedng z wysoce reprezentatywnych grup biatek obecnych w eluacie UPF1 zaréwno

w 14-dniowych siewkach (Tabela 2), jak i w kwiatach (Chicois i in. 2018) Arabidopsis byty
helikazy RNA zawierajagce motyw DEA(D/H)-box (Tabela 4). Zgodnie z obecng klasyfikacjg
helikazy DEAD- i DEAH-box, ktdre sg razem nazywane rodzing helikaz DEAD/H-box, nalezg do
cztonkdéw super rodziny SF2. Grupa helikaz RNA zawierajgca motyw DEAD-box jest
zdecydowanie najwiekszg rodzing i charakteryzuje sie obecnoscig dziewieciu zachowanych
motywow, ktére majg aktywnos¢ ATPazy, a takze biorg udziat w wigzaniu RNA. Nazwa

rodziny pochodzi od kodu aminokwasowego sekwencji aminokwasowej Asp(D)-Glu(E)-
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Ala(A)-Asp(D), obecnej w konserwowanym motywie Il (ang. Walker B motif). Motyw ten
znaleziono w ponad 500 biatkach, co pozwolito stwierdzié¢, ze helikazy zawierajgce ten
motyw lub pokrewny motyw DEAH mogg by¢ kluczowymi sktadnikami w wielu procesach
komérkowych (Tanner & Linder 2001; Cordin i in. 2006). Biatka DEAD-box sg zaangazowane
w procesy metabolizmu RNA, m.in. transkrypcje, splicing, transport, translacje oraz

degradacje RNA.

AGI numer liczba zliczen nazwa ] PRI
homolog homolog

AT3G58510 2,2,2 RH11
AT2G42520 2,2,2 RH37 DDX3 DED1, DBP1
AT3G58570 2,2,2 RH52
AT3G61240 2,2 RH12
AT4G00660 3,1 RHS DDX6 DHH1
AT2G45810 3,2 RH6
AT5G14610 2,1 RH46

DDX5 DBP2
AT3G01540 2,1 RH14(DRH1)

Tabela 4. DEA(D/H)-box RNA helikazy zidentyfikowane wraz z UPF1
Roslinne helikazy RNA wybrane do dalszej analizy oraz ich ludzkie i drozdzowe homologi.

Helikazy RH11, RH37 i RH52, ktdre wspodtoczyszczajg sie z UPF1 na najwyiszym
poziomie we wszystkich trzech powtdrzeniach biologicznych, sg homologami ludzkiej
helikazy DDX3. Druga wzbogacona grupa jest reprezentowana przez helikazy RH6, RH8
i RH12 (homologi ludzkiego DDX6 i drozdzowego Dhh1l), oraz helikazy RH14 i RH46
(homologi ludzkiego DDX5 i DDX17 i drozdzowego Dbp2). Z nizszg wydajnoscig oczyszczono
helikaze RH56/UAP56B (homolog DDX39), ktéra w niewielkim stopniu byta obecna
w probkach kontrolnych. Dane te sg spdjne z niedawno opublikowanym roslinnym
interaktomem UPF1, w ktérym réwniez zidentyfikowano homologi DDX3, DDX6 i DDX5/17,
co dodatkowo wspiera ich potencjalny udziat w roslinnym mechanizmie NMD (Tabela 3,
(Chicoisiin. 2018).

W celu potwierdzenia udziatu dodatkowych czynnikow w przebiegu NMD do naszej
analizy zostaty wybrane homologi helikaz DDX3, DDX6 i DDX5. Dla uproszczenia RH11, RH37
i RH52 sg okreslane jako grupa DDX3, RH6, RH8 i RH12 jako grupa DDX6, a RH14 i RH46 jako
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grupa DDX5. Helikazy z kazdej z grup wykazujg wysoky identycznos¢ sekwencji
aminokwasowej (od 71% do 85%; Tabela 5).

A grupa DDX3
RH11 RH37 RH52
RH11 X 85% 71%
RH37 85% X 82%
RH52 71% 82% X
B grupa DDX6
RH12 RH8 RH6
RH12 X 80% 80%
RH8 80% X 77%
RH6 80% 77% X
C grupa DDX5
RH14 RH46
RH14 X 78%
RH46 78% X

Tabela 5. Poréwnanie identycznosci sekwencji aminokwasowej helikaz DDX3, DDX6 i DDX5
u A. thaliana.

4.2.1 Funkcjonalna analiza udziatu helikaz RNA w NMD
4.2.1.1 Analiza wydajnosci NMD za pomocg VIGS-NMD
W celu zbadania roli helikaz RNA w roslinnym NMD zastosowano podejscie VIGS-NMD (ang.
Virus-Induced Gene Silencing - NMD), ktére pozwala na szybkie testowanie potencjalnych
czynnikow NMD poprzez przejsciowq transfekcje lisci N. benthamiana (Kerényi i in. 2008).
System ten pozwolit na identyfikacje gtdwnych czynnikdw NMDA. thaliana, tj. biatek UPF,
SMG7 oraz sktadnikéw EJC Magoh, Y14 i Barentsz (Kerényiiin. 2008; Nyiké iin. 2013).
Schemat eksperymentu VIGS-NMD jest przedstawiony na rys.10. Ekspresja genow
kodujgcych badane czynniki jest inaktywowana przy uzyciu VIGS, a aktywnos¢ NMD
w wyciszonych rodlinach jest oceniana poprzez pomiar poziomu przejsciowo wyrazanych
konstruktéw reporterowych podlegajgcych NMD. Jednoczesnie wyciszana jest ekspresja
endogennego genu desaturazyfitoenu (PDS), ktdry jest odpowiedzialny za biosynteze
karotenoidow, co prowadzi do fenotypu bielenia lisci i w ten sposdb pozwala oszacowad
skutecznos¢ wyciszania. Jako kontrole pozytywng wykorzystano rosliny z wyciszong ekspresja
UPF1, a jako kontrole negatywng wyciszenie PDS. W celu unikniecia ogdlnego wyciszenia
RNA wywotanego przez agroinfiltracje, liscie ko-transfekowano supresorem P14, ktéry
hamuje wyciszanie, ale nie wptywa na mechanizm NMD (Kerényi i in. 2008). Ponadto, mRNA
P14 stuzy do normalizacji poziomu transkryptow w analizie northern. Wydajnos¢ wyciszania
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VIGS w wybielonych roslinach sprawdzono badajgc poziom mRNA dla wybranych helikaz
z grupy DDX3, DDX5 i DDX6 za pomocg analizy RT-gPCR (dane nie pokazane, eksperymenty
zostaty wykonane przez Andor Auber i Mariann Auth; Agricultural Biotechnology Center
Godollé, Wegry). Poziom mRNA wszystkich szesciu helikaz DDX3 i czterech DDX6
N. benthamiana zostaty znacznie obnizone w roslinach VIGS. Natomiast wyciszenie grupy
DDX5 byto nieskuteczne mimo, ze poziom PDS byt podobnie obnizony w tych
eksperymentach. Brak wyciszenia grupy DDX5 moze by¢ spowodowany duzg liczbg (12)
paralogow w tej grupie (Tabela 6C). Eksperymenty VIGS przeprowadzono przede wszystkim
dla helikaz DDX3 i DDX6, ale poniewaz wyciszenie moze nastgpi¢ réwniez na poziomie
potranskrypcyjnym, przeanalizowano rowniez wydajnos¢ NMD w roslinach z wyciszong
ekspresjg DDX5.

Liscie z obnizong ekspresja helikaz DDX transfekowano konstruktami wyrazajacymi
substraty reporterowe NMD, ktére zawierajg wydtuzony 600nt 3’UTR (G600) lub konstrukt
kontrolny niewrazliwy na NMD (G95), w fuzji z biatkiem GFP. Nastepnie monitorowano
fluorescencje biatka GFP po wzbudzeniu za pomocg lampy UV oraz poziom mRNA

reporterdw za pomoca techniki northern.
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Rys. 12 Analiza VIGS-NMD liciach N. benthamiana z wyciszong ekspresjg RH11 lub RH52

Test VIGS-NMD w lisciach N. Benthamiana, w ktérych wyciszono ekspresje RH11 i RH52 i ktére zostaty poddane
ko-infiltracji P14 i konstruktami reporterowymi G95 lub G600. Wyciszenie PDS i UPF1 zastosowano
odpowiednio jako negatywng i pozytywng kontrole. Analiza northern (lewy panel) przedstawiajgca poziom
MRNA zostata przeprowadzona przy uzyciu sond rozpoznajacych GFP i P14. Graficzne przedstawienie (prawy
panel) poziomu mRNA G95 i G600; P14 stanowi kontrole normalizacyjng. Poziom G95 lub G600 w wyciszonych
lisciach przedstawiono w stosunku do G95 lub G600 w lisciach kontrolnych. Wartosci reprezentujg $rednig
z trzech niezaleznych powtdrzen biologicznych, stupki btedéw oznaczajg odchylenie standardowe(SD); *P<0,05,
**p<0,01,***P<0,001(testT).
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A . . Niben101Scf02006g03006 | Niben101Scf05711g00004
nazwa A. thaliana N. benthamiana ol podobiefistwo
Niben101Scf02006g03006 100,009 2,459
AT2G42520 iben C g 00,00% 82,45%
Niben101Scf08679g03014 99,64% 82,87%
Niben101Scf05711g00004 79,789 100,007
grupa DDX3 | AT3G58570 fben-2>¢ g 9,78% 00,00%
Niben101Scf05447g02007 79,34% 100,00%
Niben101S5cf02072g02019 ,74Y 2,219
AT3G58510 fben-2->¢ g 90,74% 82,21%
Niben101Scf00150g04013 90,45% 81,82%
B nazwa A. thaliana N. benthamiana podobienstwo
AT2G45810 Niben101S5cf02402g01001 100,00%
grupa DDX6
AT4G00660 Niben101Scf05118g04008 99,74%
C . . Niben101Scf06442g00013 | Niben101Scf08873g01020 | Niben101Scf33352g00001
nazwa A. thaliana N. benthamiana . o o
podobienstwo podobienstwo podobienstwo
AT3G01540 Niben101Scf06442g00013 100,00%
Niben101Scf10132g01028 98,93%
Niben101Scf02589g00002 86,02%
AT5G14610 foen22o¢ & i
Niben101Scf03049g07019 86,02%
Niben101Scf04633g00010 84,72%
AT3G06480 fbe” cf g > 45;
grupa DDX5 Niben101Scf04638g01009 /437
Niben101Scf08873g01020 100,00%
Niben101Scf16592g00007 99,81%
Niben101Scf33352g00001 100,00%
AT1G55150 foen22o>e g °
Niben101Scf15419g01004 99,44%
Niben101Scf01397g00012 95,74%
AT5G63120 foen22o>e g i
Niben101Scf05523g00016 86,51%

Tabela 6. Porownanie podobienstwa sekwencji helikaz DDX3, DDX6 i DDX5 A. thaliana i N. benthamiana




W roslinach kontrolnych (z wyciszeniem tylko PDS) konstrukt G95 byt wyrazany, natomiast
ekspresja substratu NMD G600 byta niska z powodu wydajnej aktywnos$ci mechanizmu NMD
(rys. 12, 13). Swiadczy o tym zaréwno poziom mRNA reporteréw jak iaktywnosé
kodowanego przez nie GFP. W roslinach z obnizonym poziomem UPF1, w ktérych NMD jest
zahamowany, zaobserwowano znacznie podwyzszong ekspresje substratow reporterowych
NMD G600 w porédwnaniu z ro$linami kontrolnymi, zaréowno na poziomie mRNA jak i biatka.
Natomiast wyciszenie pojedynczych helikaz z grupy DDX3 (RH11 i RH52) nie prowadzito do
widocznych zmian w funkcjonowaniu mechanizmu NMD (rys. 12). Jest to prawdopodobnie
spowodowane wysokg identycznosci sekwencji aminokwasowej helikaz w kazdej grupie (od
71% do 85%) (Tabela 5, 6), ktére mogg dziata¢ zamienne podczas NMD.

Z tego wzgledu nastepne eksperymenty obejmowaty jednoczesne wyciszanie
wszystkich helikaz nalezgcych do danej grupy w roslinach N. benthamiana. Potrdjne
wyciszenie helikaz RNA z grupy DDX3 spowodowato znaczny 8-krotny wzrost poziomu mRNA
G600, ktory podlega NMD w pordwnaniu z kontrolg (rys. 13A, prawy panel). Wynik ten
sugeruje, ze helikazy DDX3 mogg by¢ wymagane do degradacji transkryptéw z wydtuzonym
3'UTR przez roslinny mechanizm NMD. Co prawda, w mutancie rh11 Arabidopsis nie
zaobserwowano akumulacji czterech przetestowanych endogennych substratéw NMD
(Chicois i in. 2018), ale wynika to zapewne z inaktywacji jedynie jednej z trzech helikaz
DDX3.

Nieoczekiwanie, fluorescencja GFP infiltrowanych G600 DDX3 wyciszonych lisci byta
podobna do fluorescencji roslin kontroli negatywnej (wyciszenie PDS), a nie do kontroli
pozytywnej (wyciszenie UPF1) (rys. 13A, lewy panel). Brak korelacji miedzy poziomem mRNA
G600 i biatka wskazuje, ze helikazy DDX3 mogg rowniez przyczyniac sie do eksportu lub, co
jest bardziej prawdopodobne, translacji mRNA. Biorgc pod uwage, ze mechanizm NMD jest
sprzezony z translacjg, wydaje sie mozliwe, ze helikazy DDX3 przyczyniajg sie do usuwania
substratow NMD jednoczesnie stymulujgc translacje czasteczek, ktore uniknety degradaciji.
W konsekwencji brak DDX3 skutkuje stabilizacjg tych mRNA, ale hamuije ich translacje. DDX3
w komoérkach ludzkich bierze udziat w wielu aspektach metabolizmu mRNA, m.in. promuje
inicjacje translacji wybranych transkryptéw (Soto-Rifo & Ohlmann 2013; Sharma &

Jankowsky, 2014). Bardziej generalng aktywnosc¢ takze w przypadku roslinnych helikaz DDX3
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sugeruje niewielka akumulacja (okoto 1,8-krotna) substratu reporterowego G95

niepodlegajgcego NMD (rys. 13A, prawy panel).
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Rys. 13 Udziat helikaz DDX3, DDX5 i DDX6 w roslinnym mechanizmie NMD

(A-C) VIGS-NMD w lisciach N. benthamiana z wyciszeniem DDX3 (A), DDX5 (B) lub DDX6 (C), ktére infiltrowano
reporterami G95 lub G600 i P14. Jako kontrole wykorzystano wyciszenie PDS (negatywna) i UPF1 (pozytywna).
Fluorescencja GFP (gdrne lewe panele) odzwierciedla poziom biatka, analiza northern blot (dolne lewe panele)
poziom mRNA. Zdjecia roslin wykonano 3 dni po transfekcji. Northern blot przeprowadzono przy uzyciu sond
GFP i P14 (kontrola normalizacyjna). Graficzne przedstawienie (prawe panele) poziomu mRNA G95 lub G600
w lisciach wyciszonych (A-C) w stosunku do kontroli. WartosSci reprezentujg $rednig z trzech niezaleznych
powtdrzen biologicznych, stupki bteddw oznaczaja odchylenie standardowe(SD); *P<0,05, **P<0,01,
***p<0,001 (test t).
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W przeciwienstwie do helikaz DDX3 wyciszenie helikaz DDX6 i DDX5 spowodowato spadek
poziomu substratu G600 podlegajagcego NMD (rys. 13B,C). Efekt ten byt znacznie silniejszy
i statystycznie istotny dla wyciszenia DDX6, natomiast statystycznie nieistotny wynik dla
DDX5 moze wynika¢ z niewydajnego wyciszenia helikaz tej rodziny (kontrola wyciszenia dane
Auber i Auth). Z tego wzgledu dalsza analiza zostata przeprowadzona dla grupy DDX6. W celu
potwierdzenia obserwacji, ze helikazy DDX6 wywierajg hamujacy wptyw na NMD, zbadano
wpltyw przejsciowej nadekspresji w lisciach N. benthamiana helikazy RH12 nalezacej do
grupy DDX6. Helikaza RH12 wspotooczyszcza sie z UPF1 z najwyziszym wynikiem, a jej
ekspresja w réznych stadiach rozwoju rosliny wydaje sie najsilniejsza (Tabela 2; rys. 17).
W lisciach z nadekspresjag RH12 poziom reportera G600 ulega znacznej akumulacji (4-
krotnej), co koreluje z wyiszg ekspresjg biatka GFP (rys. 14). Jako kontrole pozytywna
zastosowano nadekspresje wariantu zmutowanej wersji UPF1 (U1DN), ktéra powoduje
zahamowanie NMD (Kertész i in. 2006), co prowadzi do silnej stabilizacji mRNA G600
i podwyzszonej aktywnosci GFP (rys. 14). Co istotne, poziom substratu NMD w roslinach
z nadekspresjg RH12 i przy inhibicji NMD jest zblizony, co dodatkowo wskazuje na role

helikazy RH12 jako negatywnego regulatora mechanizmu NMD.
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Rys. 14 Udziat helikazy RH12 w NMD

Nadekspresja helikazy RH12 lub UIDN w N. benthamiana, ktore infiltrowano reporterami G95 lub G600 i P14.
Nadekspresja UIDN (kontrola pozytywna) prowadzi do inaktywacji NMD. Fluorescencja GFP (gorne lewe
panele) odzwierciedla poziom biatka, analiza northern blot (dolne lewe panele) poziom mRNA. Zdjecia roslin
wykonano 3 dni po transfekcji. Northern blot przeprowadzono przy uzyciu sond GFP i P14 (kontrola
normalizacyjna). Graficzne przedstawienie (prawe panele) poziomu mRNA G95 lub G600 w lisciach
z nadekspresjg RH12 i UIDN w stosunku do kontroli. Wartosci reprezentujg s$rednig z trzech niezaleznych
powtdrzen biologicznych, stupki btedéw oznaczajg odchylenie standardowe(SD); *P<0,05, **P<0,01 (test t).
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4.2.1.2 Analiza wydajnosci NMD w mutantach helikaz DDX6 A. thaliana
W celu doktadniejszego zbadania efektu supresji NMD przez helikazy DDX6 u Arabidopsis

przeanalizowano poziom wybranych endogennych substratdw NMD w inercyjnych

mutantach T-DNA tych helikaz: pojedynczych rh6-1, rh8-1 i rh12-1 oraz podwojnych rh8-

1rh12-1, rh8-1rh6-1irh6 -1 rh12-1 (rys. 15). Nie udato sie uzyskac potréjnego mutanta rh6-1

rh8-1 rh12-1 (Viviane Jean, CécileBousquet-Antonelli, dane nieopublikowane), co wskazuje

na funkcjonalng redundancje tych helikaz. Co ciekawe, w innej grupie badawczej otrzymano

rosliny z potrdjng mutacjg rh6-1 rh8-1rh12-2, ktére charakteryzuja sie powaznymi defektami

rozwojowymi i sg sterylne (Chantarachot & Bailey-Serres, 2018). Analiza Western blot

potwierdzita brak ekspresji helikaz RH6, RH8 i R12 w odpowiednich mutantach pojedynczych

(rys. 15).
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Rys.15 Analiza Western linii T-DNA Arabidopsis rh6-1, rh8-1 i rhi2-1 oraz schematyczna
reprezentacja ich genow.

Analiza Western blot biatek (A) RH6, (B) RH8 i (C) RH12 w ekstraktach z 14-dniowych siewek mutantéw rh6-1,
rh8-1 i rh12-1, przy uzyciu specyficznych przeciwciat. Jako kontrole zastosowano UTP-glukoza-1-fosforan
uridylyltransferase  (UGP).  Strukture gendw RH6, RH8 i RHI12 przedstawiono przy uzyciu
http://wormweb.org/exonintron. Pozycja insercji T-DNA zostata oznaczona za pomocg tréjkatow.

W wybranych mutantach helikaz DDX6 sprawdzono poziom mRNA SMG7, AT5G45430
i AT1G36730, ktére sg substratami NMD ze wzgledu na dtugi 3'UTR oraz intron w tym
obszarze (SMG7) lub obecnos¢ uORF (AT5G45430, AT1G36730) (Rayson iin. 2012; Kerényi i
in.  2008; Nyiko i in. 2013). Analiza RT-qPCR przeprowadzona na materiale z 7- i 14-
dniowychsiewek Arabidopsis wykazata pewne rdznice. W 7-dniowych siewkach
zaobserwowano obnizony poziom mRNA AT5G45430 i AT1G36730 w pojedynczych
mutantach, najsilniejszy efekt obnizenia substratéw NMD byt widoczny w mutancie rh12,
jednak nie zaobserwowano wzmocnienia tego efektu w podwdéjnych mutantach (rys. 16A).
Natomiast poziom wszystkich substratédw NMD byt znacznie obnizony w 14-dniowych
siewkach w podwdjnych liniach ddx6, jednak tylko niewielkie zmiany bylty widoczne
w pojedynczych mutantach (rys. 16B). Otrzymane wyniki w liniach Arabidopsis sg zgodne
Z nizszym poziomem substratu reporterowego NMD w lisciach N. benthamiana z wyciszong
ekspresjg helikaz DDX6 (test VIGS) oraz z niedawno opublikowanymi danymi dla mutanta
rh12-2, gdzie réwniez zaobserwowano obnizong ilo$¢ dwdch innych endogennych

substratéw NMD (Chicois i in. 2018).
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Rys. 16 Poziom endogennych substratéow NMD w mutantach ddx6.

Poziom mRNA SMG7, AT5G45430 i AT1G36730 w Col-0, upf1-5, rh6-1, rh8-1, rh12-1, rh8-1 rh12-1, rh8-1 rh6-1
i rh6-1 rh-12-1w (A) 7-i (B) 14-dniowych siewkach zbadany za pomocg RT-qPCR. Ekspresje znormalizowano do
MRNA ubikwityny i wyrazono wzgledem Col-0. Wartosci reprezentujg srednig z trzech niezaleznych powtérzen
biologicznych, stupki btedéw oznaczajg btad standardowy (SEM); *P<0,05, **P<0,01, ***P<0,001 (test t).

Rdznice zaobserwowane dla 7- i 14-dniowych siewek sugerujg mozliwos¢, ze zakres dziatania
helikaz RH6, RH8 i RH12 moze by¢ réiny w zaleznos$ci od stadium wzrostu rosliny. Na
podstawie otrzymanych wynikéw oraz biorgc pod uwage wysokg ekspresje RH12 we
wszystkich stadiach rozwojowych i tkankach Arabidopsis (Klepikova i in. 2016) (rys. 17)
mozna sgdzié, ze ta helikaza ma bardziej znaczacy wktad w wydajnos¢ mechanizmu NMD niz

dwa pozostate biatka z rodziny DDX6.
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Rys. 17 Profil ekspresji helikaz RH6, RH8 i RH12 w réznych stadiach rozwojowych A. thaliana.
Analizy Western blot helikaz RH6, RH8 i RH12 w ekstraktach biatkowych z réznych tkanek we wskazanych
stadiach rozwojowych roslin. Do detekcji helikaz zastosowano specyficzne przeciwciata, jako kontroli uzyto
UGD, jak na rys. 15.
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4.2.1.3 Zbadanie oddziatywania helikazy RH12 z czynnikami NMD
Dalsza analiza helikaz z grupy DDX6 polegata na potwierdzeniu oddziatywania helikazy RH12

z gtéwnymi czynnikami NMD. W tym celu wykonano ko-immunoprecypitacje RH12 w fuzji ze
znacznikiem GFP z UPF1 i UPF3 w fuzji ze znacznikiem HA wyrazanych w lisciach
N. benthamiana. RH12-GFP wykryto we frakcji eluatu UPF1-HA, co potwierdza oddziatywanie
RH12 z UPF1 (rys. 18). Natomiast w eluacie UPF3-HA nie zaobserwowano sygnatu
pochodzgcego od RH12-HA, co jednak nie wyklucza oddziatywania pomiedzy RH12 a UPF3,
a przyczyng takiego wyniku moze by¢ przejSciowa natura interakcji pomiedzy tymi biatkami,
oddziatywanie w kompleksie za posrednictwem UPF1 lub cze$ciowa degradacja UPF3

podczas procedury ko-IP, ktdra jest widoczna na obrazie analizy Western blot (rys. 18).
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Rys. 18 Oddziatywanie miedzy helikazg RH12 z rodziny DDX6 a czynnikami NMD, UFP1 i UFP3.
Analiza Western blot ko-immunoprecypitacji RH12-GFP z UPF1-HA Ilub UPF3-HA z 21-dniowych lisci
N. benthamiana wyrazajacych kombinacje konstruktéw (jak wskazano) kodujacych RH12-GFP, UPF1-HA i UPF3-
HA. Materiat wyjsciowy (input, lewy panel) i eluat (IP, prawy panel) rozdzielono w 8% zelu SDS-PAGE, biatka
wykrywano za pomocg chemiluminescencji z uzyciem przeciwciat anty-HA i anty-GFP.

4.2.1.4 Ko-lokalizacja helikaz RNA DEA(D/H)-box z UPF1 i UPF3
U roslin stwierdzono, ze UPF1 lokalizuje sie w cytoplazmie, ciatkach P i ciatkach siRNA,

podczas gdy UPF3 znajduje sie w jaderku i czesciowo w cytoplazmie (rys. 19A); (Kim i in.
2009; Kerényi iin. 2013; Moreno iin. 2013; Chicois iin. 2018). Wykazano réwniez, ze UPF1
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i SMG7 ko-lokalizuja sie w ciatkach P, co sugeruje, ze wadliwe mRNA podlegajgce NMD moga
by¢ kierowane do tych cytoplazmatycznych dynamicznych struktur na pewnym etapie tego
procesu (Kerényi i in. 2013). Dalsza ocena roli helikaz RNA w NMD polegata na zbadaniu
lokalizacji komdrkowej wybranych helikaz z trzech grup DEA(D/H)-box oraz ich ko-lokalizacji
z podstawowymi czynnikami NMD, UPF1 i UPF3. Lokalizacje RH12-CFP (DDX6) i RH14-CFP
(DDX5) badano w przejsciowo transfekowanych protoplastach Arabidopsis, natomiast RH11-
CFP (DDX3) w lisciach N. benthamiana ze wzgledu na agregacje biatka RH11 w protoplastach
Arabidopsis. Potwierdzono obecnos¢ UPF1 w cytoplazmie i zaobserwowano, ze UPF3 jest
obecny gtéwnie w jaderku i w nukleoplazmie oraz w ciatkach P (rys.19A) (Kim i in. 2009;
Kerényi i in. 2013; Moreno i in. 2013; Chicois i in. 2018). Stwierdzono, ze helikaza RH12
lokalizuje sie w jgdrze komorkowym z wykluczeniem z jaderka, a takze w ciatkach P, co jest
zgodne z poprzednimi danymi o ko-lokalizacji RH12 z biatkiem DCP1, ktére stanowi sktadnik
tych struktur (rys.18B); (Xu i in. 2006; Bhullar i in. 2017; Chicois i in. 2018; Chantarachot &
Bailey-Serres 2018). Wyniki te sg rowniez zgodne z lokalizacjg DDX6 w komdrkach ludzkich,
gdzie helikaza ta odgrywa gtdwng role ciatkach P, ponadto jest réwniez obecna w jgdrze
komérkowym (Ayache iin. 2015; Huang i in. 2017). Jak oczekiwano, RH12 ko-lokalizowata
sie z UPF1 i UPF3 w cytoplazmie i ciatkach P oraz z UPF3 w nukleoplazmie (rys. 19B).
Natomiast helikaza RH14o0becna jest gtdwnie w jaderku i nukleoplazmie oraz w pewnym

stopniu w ciatkach P, gdzie sygnat pokrywa sie z UPF1 (rys.19C).
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Rys. 19 Lokalizacja i ko-lokalizacja RH12 i RH14 z biatkami UPF w protoplastach Arabidopsis.
Poszczegdlne kolumny przedstawiajg sygnat zebrany odpowiednio dla CFP, YFP oraz natozenie CFP,
YFP i chlorofilu. Jadro jest zaznaczone z6ttymi strzatkami, jgderko czerwonymi strzatkami, a ciatka P
zielonymi strzatkami. Stupki skali reprezentujg 5 um.
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Homolog ludzkiego biatka DDX3, helikaza RH11 zostata zlokalizowana w jadrze, jgderku
i cytoplazmie, w niewielkim stopniu réwniez w ciatkach P (rys.20). Ko-transfekcja RH11
z UPF1 w lisciach N. benthamiana ujawnita catkowitg ko-lokalizacje tych biatek, zaréwno
w cytoplazmie, jak i w ciatkach P. Podobnie, wspdlna ekspresja RH11 i UPF3 umozliwita

obserwacje ich ko-lokalizacji gtéwnie w jaderku i w jadrze (rys.20).
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Rys.20 Lokalizacja i ko-lokalizacja RH11 z biatkami UPF w lisciach N. benthamiana.

Poszczegdlne kolumny przedstawiajg sygnat zebrany odpowiednio dla CFP, YFP oraz natozenie CFP,
YFP i chlorofilu. Jadro jest zaznaczone z6ttymi strzatkami, jgderko czerwonymi strzatkami, a ciatka P
zielonymi strzatkami. Stupki skali reprezentujg 5 um.

Podsumowujgc, otrzymane wyniki zaréwno z analiz reporterow NMD w testach VIGS-NMD
jak i poziomu endogennych substratow NMD w liniach mutantéw helikaz ddx A. thaliana
oraz badania lokalizacji tych helikaz, silnie sugeruja, ze helikazy z rodzin DDX3 i DDX6 s3
bezposrednio zaangazowane w regulacje roslinnego mechanizmu NMD i petnig
przeciwstawne role jako, odpowiednio, pozytywny i negatywny regulator tego procesu.
Obecnie nie mozna wykluczy¢ udziatu helikaz DDX5 w prawidtowym funkcjonowaniu

roslinnego NMD, jednak potwierdzenie roli tych biatek wymaga dokfadniejszych analiz.
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4.3 Rola czynnikéw splicingowych w NMD
Wraz z biatkiem UPF1 wspodtoczyszczajg sie cztery czynniki splicingowe SR (ang.

Serine/Arginine-Rich): SR34, SR34a, RS41 i SR35 (Tabela 2). Splicing, w szczegdlnosci
alternatywny splicing, jest $cisle powigzany z mechanizmem NMD takze u roslin (Sahebi i in.
2016). Wykazano poprzednio, ze UPF3 ko-lokalizuje z czynnikami splicingowymi SR34 i SmD1
w ciatkach jadrowych (Elvira-Matelot i in. 2016), co dodatkowo wspiera powigzanie
pomiedzy tymi dwoma procesami. Ze wzgledu na dostepnos¢ w naszym laboratorium
mutantéw sr34, smdla i smdlb (podwdjny mutant smdla/smdi1b jest letalny; (Elvira-
Matelot i in. 2016) zbadano wydajnos¢ NMD w tych liniach, mimo ze tylko SR34 zostato

zidentyfikowane w kompleksie z UPF1.

4.3.1 Akumulacja substratéw NMD w mutantach splicingowych
W celu sprawdzenia czy czynniki splicingowy przyczyniaja sie do przebiegu NMD,

przeanalizowano akumulacje endogennych substratow NMD AT5G45430, AT1G36730
i SMG7 oraz wariantow splicingowych RS2733 i AT2G45670, ktére zawierajg lub nie zawierajg
PTC (Kalyna i in. 2012) w mutantach sr34, smdla i smdlb. Zaden z analizowanych
transkryptow nie wykazywat statystycznie istotnej zmiany w roslinach sr34, natomiast
zaobserwowano znaczace obnizenie (do ok. 30%) poziomu mMRNA SMG7 w mutantach smdla

i smd1b, co sugeruje zalezng od splicingu regulacje ekspresji tego transkryptu (rys. 21, 22).
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Rys.21 Poziom endogennych substratéw NMD w mutantach sr34, smdla i smd1b.

Poziom mRNA endogennych substratéw SMG7, AT5G45430 i AT1G36730 NMD w Col-0, upf1-5, smdla, smdlb
isr34a w 14-dniowych siewkach zmierzony za pomocg RT-qPCR. Ekspresje znormalizowano do mRNA
ubikwityny (AT4G2760) i wyrazono wzgledem Col-0. WartosSci reprezentujg s$rednig z trzech niezaleznych
powtdrzen biologicznych, stupki btedéw oznaczajg btad standardowy (SEM); *P<0,05, **P<0,01, ***P<0,001
(test t).

72



*

-
4
[= 8
= i
; ok ok RS2733-PTC
) %k k %
N L5 - a: I o B RS2Z334PTC
a *
= i * B AT2G45670-PTC
'8, 1 4 T I I *
E - B AT2G45670+PTC
2

0,5 -

0 T T T
Col-0 upf1-5 smdla smdlb

Rys. 22 Poziom endogennych form splicingowych substratéw NMD w mutantach smdla i smd1b.
Poziom dwéch form splicingowych PTC+ i PTC+RS2Z33 i AT2G45670 w Col-0, upfl-5, smdla i smdlb w 14-
dniowych siewkach zmierzony za pomocg RT-qPCR. Ekspresje znormalizowano do mRNA ubikwityny
(AT4G2760) i wyrazono wzgledem Col-0. WartosSci reprezentujg s$rednig z trzech niezaleznych powtdrzen
biologicznych, stupki btedéw oznaczaja btad standardowy (SEM); *P<0,05, **P<0,01, ***P<0,001 (test t).

4.3.2 Analiza stabilno$ci mRNA w mutancie smd1b
Ze wzgledu na brak zmian w poziomie endogennych substratéw NMD w mutancie sr34 do

dalszej analizy wybrano analizy mutanta smdlb, bioragc pod uwage, ze SmD1b petni
wazniejszg role niz SmD1a (Elvira-Matelot i in. 2016). Przeprowadzono analize kinetyki
degradacji mRNA dla SMG7 i wariantow splicingowych RS2Z33 i AT2G45670 po
zahamowaniu transkrypcji przez inhibitor kordycepine. W roslinach smd1b zaobserwowano
stabilizacje transkryptéw SMG7 w pordéwnaniu do Col-O, oraz diuiszy czas pottrwania

wariantéw RS2733 i AT2G45670 zawierajgcych PTC niz bez PTC (rys. 23).
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Rys.23 Analiza stabilnosci wybranych substratéw NMD w mutancie smd1b.

Poziom SMG7 oraz dwdch form splicingowych PTC+ i PTC+ RS2Z33 i AT2G45670 w Col-0 i mutancie smd1b po
zahamowaniu transkrypcji przez kordycypine, zmierzony za pomocg RT-qPCR. Ekspresje znormalizowano do
MRNA ubikwityny (AT4G2760). Wartosci reprezentujg Srednig z trzech niezaleznych powtdrzen biologicznych,
stupki btedéw oznaczajg btgd standardowy (SEM); *P<0,05, **P<0,01, ***P<0,001 (test t).

4.3.3 Badanie wydajnosci NMD za pomocg VIGS-NMD po wyciszeniu ekspresji SmD1
Nastepnie zbadano wptyw wyciszenia ekspresji SmD1b na aktywnos$é NMD za pomocg testu

VIGS-NMD w lisciach N. benthamiana. Wykorzystano dwa przejsSciowo wyrazane konstrukty
reporterowe NMD, z wydtuzonym 3’UTR (G600) i zawierajacy intron w 3’UTR (G600+intron)
oraz konstrukt kontrolny (G95) nie podlegajgcy NMD. W obu przypadkach nie

zaobserwowano zmian poziomu mMRNA substratéow reporterowych po wyciszeniu SmD1b

(rys. 24).
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Rys. 24 Analiza VIGS-NMD w lisciach z obnizonym poziomem SMD1b dla dwdéch substratéow
reporterowych, G600 i G600+intron.

Test VIGS-NMD lisciach N. benthamiana z wyciszong ekspresja SMDI1b, ktére wyrazaja P14
i konstruktyreporteroweG95, G600 (A) lub G600+intron (B). PDS i UPF1 zastosowano odpowiednio jako
negatywng i pozytywng kontrole. Analiza Northern blot (lewy panel) poziomu mRNA zostata przeprowadzona
przy uzyciu sond GFP i P14. Graficzne przedstawienie (prawe panele) poziomu mRNA G95 i G600 (A), G95
i G600+intron (B); Wartosci reprezentujg Srednig z trzech niezaleznych powtdrzen biologicznych, stupki btedéw
oznaczajg odchylenie standardowe(SD); *P<0,05, **P<0,01, ***P <0,001 (test t).

Na podstawie wynikdéw uzyskanych z analizy mutantéw splicingowych oraz testu VIGS-NMD
mozna wnioskowac, ze biatka SR34 i SmD1 nie wspdtuczestniczg w regulacji mechanizmu
NMD, natomiast mogg posrednio przyczynia¢ sie do przebiegu tego procesu, np. przez
wptyw na poziom mRNA czynnikdw NMD, co jest widoczne w przypadku SMG7 w mutancie
smD1b. Rezultaty te nie wykluczajg jednak zaangazowania niektérych czynnikow

splicingowych w modulowaniu NMD.

4.4 Wptyw modyfikacji mRNA na wydajnos¢ procesu NMD
Modyfikacje mRNA, w szczegdlnosci metylacja m®A, maja udokumentowany wptyw na

regulacje wielu procesow metabolizmu RNA (Duan i in. 2017; Shiiin. 2019), jednak do tej
pory nie wykazano znaczenia tej modyfikacji dla mechanizmu NMD. Jedng z zachecajgcych
obserwacji sugerujgcych mozliwos¢ takiego powigzania jest obecnos¢ czynnika NMD UFF1
wéréd biatek oddziatywujacych z ECT2, ktére jest jednym z tzw. m°A ,readers”
rozpoznajacych modyfikacje m°A (C. Bousquet-Antonelli, dane nieopublikowane;
(Scutenaire i in. 2018; Wei i in. 2018). Ponadto, biatka ECT2, ECT3 i ECT5 zidentyfikowano
jako sktadniki interaktomu UPF1 uzyskanego z kwiatow Arabidopsis (Chicois i in. 2018).Te
dane stanowity podstawe wyjsciowej hipotezy dotyczacej funkcjonalnego powigzania obu

proceséw, np. poprzez wydajniejsze rozpoznanie i kierowanie do degradacji substratow
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NMD zawierajacych m°A. Badania potencjalnej wspétzaleznosci obu mechanizméw zostaty

przeprowadzone we wspotpracy z dr CécileBousquet-Antonelli (LGDP-CNRS, Francja).

4.4.1 Zbadanie oddziatywania czynnikéw NMD z ECT2
Pierwszym etapem byto potwierdzenie oddziatywania biatek UPF1 oraz ECT2 przy uzyciu ko-

immunoprecypitacji z materiatu pochodzgcego z 14-dniowych siewek (rys. 25A) oraz
kwiatéw (rys. 24B) linii Arabidopsis UPF1-SF. Wykorzystanie w tym celu kwiatéw miato na
celu zwiekszenie wydajnosci eksperymentu, poniewaz metabolizm RNA w tych organach jest
szczegolnie intensywny, co przektada sie na wysoki poziom czynnikdéw zaangazowanych w te
procesy. Ponadto, biatka ECT2-3-5 zostaty oczyszczone w kompleksie z UPF1 z ekstraktow

pochodzacych z kwiatéw (Chicois i in. 2018).

A
kDa kDa kDa kDa
UPF1 Col-0 UPF1 Col-0 UPF1 Col-0 UPF1 Col-0 UPF1 Col-0 UPF1 Col-0
elucja  niezwigzane input elucja niezwigzane input
anty - FLAG (UPF1) anty - ECT2
B
kDa z . kDa kDa « ¥ kDa
130 — Y~ T et o i
- 100 — ; ——— —100
UPF1 Col-0 UPF1 Col-0 UPF1 Col-0 UPF1 Col-0 UPF1 Col-0 UPF1 Col-0
elucjia  niezwigzane input elucja niezwigzane input
anty - FLAG (UPF1) anty - ECT2

Rys. 25 Oddziatywanie miedzy UPF1 a ECT2.

Analiza western ko-immunoprecypitacji UPF1-FLAG z ECT2 z 14-dniowych siewek (A) lub kwiatow (B) linii
ArabidopsisUPF1-SF. Materiat wyjsciowy (input), eluat oraz frakcje niezwigzane do ztoza rozdzielono w 8% zelu
SDS-PAGE, biatka wykrywano za pomocg chemiluminescencji z uzyciem przeciwciat anty-FLAG w celu wykrycia
UPF1 lub specyficznych przeciwciat rozpoznajgcych ECT2 (z laboratorium C. Bousquet-Antonelli).

ImmunoprecypitacjaUPF1-SF zaréwno z14-dniowych siewek jak i z kwiatéw umozliwita
oczyszczenie biatka UPF1 (rys. 25A,B, lewy panel), natomiast nie wykryto obecnosci ECT2
(rys. 25A,B, prawy panel). Wynik ten nie potwierdza oddziatywania pomiedzy tymi biatkami

lub sugeruje przejSciowy charakter tej interakciji.
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4.4.2 Analiza poziomu endogennych substratéw NMD w mutantach ect
Nastepnie sprawdzono, czy brak rozpoznawania metylacji m°A mRNA ma wplyw na

wydajnos¢ NMD poprzez zbadanie poziomu endogennych substratéow NMD w dostepnych
pojedynczych mutantach ect2, ect3, mutancie podwdjnym ect2/ect3 oraz ect5 (potencjalny

reader, konsultacja ustna Cécile Bousquet-Antonelli) (rys.26A,B).
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Rys. 26 Poziom endogennych substratéw NMD w mutantach ect2-2, ect3-1, ect5-3 i ect2-2/ect3-2.
Poziom mRNA endogennych substratow NMDSMG7, AT5G45430 i AT1G36730 w Col-0, ect2-2, ect3 1, ect5-3
i ect2-2/ect3-2 w 14 dniowych siewkach (A) oraz w kwiatach (B) zmierzony za pomocg RT-gqPCR. Ekspresje
znormalizowano do mRNA ubikwityny (AT4G2760)i wyrazono wzgledem Col-0. Wartosci reprezentujg srednig
z trzech niezaleznych powtérzen biologicznych, stupki btedéw oznaczajg btgd standardowy (SEM); *P<0,05,
**p<0,01, ***P<0,001 (test t).

Eksperymenty przeprowadzono w 14-dniowych siewkach i kwiatach Arabidopsis. W 14-
dniowych siewkach zaobserwowano nieznaczny wzrost poziomu dwdch substratéw NMD,
SMG7 oraz AT1G36730 w pojedynczych mutantach, ktéry jest bardziej widoczny w mutancie

podwdjnym ect2/ect3 (rys. 26A). Jednoczesnie zaobserwowano niewielkie obnizenie
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poziomu badanych transkryptéw (SMG7, AT1G36730) w materiale pochodzgcym z kwiatow
(rys.26B). Wyniki te majg charakter wstepny i wskazujg na mozliwos¢ regulacji przebiegu
procesu NMD przez obecnos¢ metylacji mRNA oraz sugerujg odmienng role tej modyfikacji

w zaleznosci od etapu rozwojowego rosliny.

4.5 Funkcjonalne znaczenie roslinnego mechanizmu NMD
Istnieje wiele obserwacji wskazujgcych na udziat mechanizmu NMD w odpowiedzi na stres

zwigzany ze zmianami $rodowiska zewnetrznego, jednak ten aspekt nie jest wystarczajgco
zbadany, szczegdlnie u roslin. Jednym z istotnych czynnikow ksztattujgcych metabolizm
roslinny jest temperatura, zbadano wiec wptyw stresu cieplnego na wydajnos¢ procesu
NMD. Eksperymenty te zostaty wykonane we wspodtpracy z dr Cécile Bousquet-Antonelli
(LGDP-CNRS, Francja). Analiza poziomu dwdch endogennych substratow NMD, AT5G45430
i AT1G36730, w rodlinach Col-0 oraz mutantach upf1-5 i upf3-1 wykazata wzrost akumulacji
tych transkryptow w podwyzszonej temperaturze w obu mutantach w stosunku do
warunkéw kontrolnych (rys. 27). Jest wiec mozliwe, ze mechanizm NMD jest zaangazowany

w regulacje odpowiedzi na stres cieplny u roslin.
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Rys. 27 Wplyw podwyiszonej temperatury na wydajnos¢ NMD

Analiza poziomu substratéow NMD w 21-dniowych roslinach typu dzikiego (Col-0) oraz mutantach upf1-5 i upf3-
1 w warunkach kontrolnych (20°C) oraz stresu cieplnego (15 min 38°C) za pomocg RT-qPCR. Wykresy
przedstawiajg wartosci Srednie z trzech powtodrzen biologicznych, stupki btedéw oznaczajg btad standardowy
(SEM); *P<0,05, ***P<0,001 (test t).

4.6. Analiza przebiegu translacji przy zaburzeniu NMD
Istotnym aspektem mechanizmu NMD jest Scisty zwigzek z translacjg. Podczas procesow

kontroli jakosci RNA i biatek, wiaczajgc NMD, rybosomy petnig istotng role w rozpoznaniu
nieprawidtowych mRNA i rekrutacji czynnikdw zaangazowanych w degradacje tych

czagsteczek oraz niefunkcjonalnych polipeptyddéw. Jeden z ostatnich modeli rozpoznawania
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wadliwych transkryptow zakfada, ze sygnat do aktywacji NMD stanowig fragmenty mRNA
niechronione przez rybosomy (Brogna i in. 2016). Ponadto, stopien asocjacji mRNA
z polisomami moze stanowié kolejny poziom regulacji ich degradacji, takze przez NMD, lub
translacji i syntezy funkcjonalnych biatek. Z tego wzgledu przeprowadzono wstepne badania
translacji przy zaburzeniu NMD i we wspdtpracy z zespotem dr Cécile Bousquet-Antonelli
(LGDP-CNRS, Francja) zastosowano technike frakcjonowania polisomow (Merret i in. 2013)
do wykrycia zmian w profilu polisoméw w mutancie upfl-5. Zaobserwowano, ze
w przeciwienstwie do roslin kontrolnych, frakcja polisomow w mutancie upf1-5 jest znaczgco
obnizona w poréwnaniu do frakcji monosomalnych i wolnych podjednostek rybosomalnych
(rys.28). Jest to fenotyp bezposrednio zwigzany z brakiem biatka UPF1, poniewaz jest
odwracany przez ekspresje UPF1-SF. Niski poziom polisoméw swiadczy o znacznej redukcji
translacji na polisomach przy jednoczesnym utrzymaniu tego procesu na monosomach.
Wykazano niedawno, ze u drozdzy monosomy 80S sg kompetentne translacyjnie i asocjujg

m.in. z substratami NMD (Heyer & Moore, 2016).
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Rys. 28 Profile polisomoéw
Profile polisomoéw okreslone za pomoca sedymentacji w gradiencie sacharozy i pomiaru OD,s4,, dla ekstraktéw
oczyszczonych z 14-dniowych siewek Col-0 (lewy panel) , upfi-5 (prawy panel) i upf1-5/UPF1-SF (dolny panel).
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Wydaje sie mozliwe, ze obecnos$¢ UPF1, albo nawet catego kompleksu NMD, jest konieczne
do przebiegu prawidtowe] translacji. Okreslenie charakteru tej zaleznosci i ustalenie jakie
czynniki kontroli jakosci RNA przyczyniaja sie do wydajnej translacji wymaga bardziej

szczegbétowych badan.
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5. Dyskusja

5.1 Nowe czynniki roslinnego NMD
W celu ustalenia sieci interakcji czynnikdw zaangazowanych w NMD u roslin zidentyfikowano

biatka, ktdre oczyszczajg sie wspdlnie z UPF1 u Arabidopsis thaliana. Otrzymane wyniki
ujawnity nie tylko pozostate gtéwne sktadniki tego kompleksu NMD, czyli biatka UPF2 i UPF3,
ale réwniez biatka wigzgce ogon poli(A), duzg grupe biatek rybosomalnych oraz kilka
czynnikdéw inicjacji translacji. Oddziatywania te potwierdzajg zwigzek mechanizmu NMD
ztranslacjg oraz sg zgodne z modelem zaktadajgcym rekrutacje UPF1 do mRNA przez
interakcje z rybosomem podczas inicjacji translacji i kierowanie wadliwych mRNA na Sciezke
degradacji na skutek niskiego pokrycia rybosomami (Brogna i in. 2016). Rowniez
zaprezentowane w pracy wstepne obserwacje dotyczace zaburzenia rozktadu polisoméw
w mutancie upf1-5 sg spdjne z tym modelem.

Jednym z celéw pracy byto zidentyfikowanie kinazy lub grupy kinaz, ktére s3
odpowiedzialne za fosforylacje UPF1, szczegdlnie biorgc pod uwage, ze mimo nieobecnosci
homologa kinazy SMG1 u A. thaliana, UPF1 jest silnie fosforylowany, a reakcja ta jest
niezbedna do zapoczatkowania mechanizmu NMD (Kerényi i in. 2013). Ws$rdd interaktoréow
UPF1 nie wykryto jednak biatek, ktére mogtyby petnic¢ funkcje kinazy. Moze to oznaczaé, ze
w przeciwienstwie do komdérek ludzkich, gdzie SMG1 wspdtoczyszcza sie z UPF1 (Kashima
iin.  2006; Schweingruber i in. 2016), u A. thaliana oddziatywanie miedzy UPF1
a fosforylujgcymi je kinazami jest przejsciowe lub w przypadku kilku zamiennych kinaz sg
obecne w kompleksie w ilosci niewystarczajgcej do wykrycia. Z drugiej strony, w niektdrych
organizmach SMG1 nie jest konieczne do przebiegu NMD i istniejg homologi UPF1
pozbawione znanych motywdéw fosforylacji, co sugeruje, ze fosforylacja UPF1 nie jest
konieczna do aktywacji NMD i moze by¢ zastgpiona innymi mechanizmami (Lloyd, 2018).

Wsréd potencjalnych pomocniczych i regulatorowych czynnikow NMD, ktére
zidentyfikowano w kompleksie z UPF1, jest grupa helikaz RNA DEA(D/H)-box. Biatka te naleza
do duzej rodziny ATPaz, ktére zmieniajg struktury drugorzedowe RNA i przemodelowuja
kompleksy rybonukleoproteinowe, co zwieksza dostepnos¢ biatek do RNA. Helikazy
DEA(D/H)-box biorg udziat w wielu istotnych aspektach metabolizmu RNA, takich jak
biogeneza rybosomdw, sktadanie spliccosoméow, degradacja oraz modyfikacja RNA

(Jarmoskaite i Russell, 2012). W pracy skupiono sie na homologach helikaz DDX3, DDX5
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i DDX6, obecnych w kompleksie z UPF1 w komaérkach ludzkich, co sugeruje ich ewolucyjnie
zachowang role w NMD (GeilSler i in. 2013; Ayache i in. 2015; Flury i in. 2014;
Schweingruber i in. 2016). Helikazy ze wszystkich trzech grup (RH6, RH8 i RH12 z DDX6,
RH11 z DDX3 i RH14 1z DDX5) zostaty rowniez zidentyfikowane wsrod biatek
wspoétoczyszczajacych sie z UPF1 z kwiatéw Arabidopsis (Chicois i in.  2018). Pomimo
oddziatywania helikaz DDX3, DDX5 i DDX6 z biatkami UPF, dotychczas wykazano bezposredni
udziat w aktywacji NMD tylko dla DDX5 w komérkach ludzkich (Geil3ler i in. 2013). Rédwniez
ostatnio opublikowana analiza mutantéw helikaz DEA(D/H)-box u Arabidopsis nie
dostarczyta jednoznacznych dowododw na ich udziat w roslinnym NMD (Chicois i in. 2018).
Wykorzystanie w pracy podejscia VIGS-NMD dla helikaz DDX3, DDX5 i DDX6,
w potgczeniu z badaniem ich lokalizacji komérkowej oraz analiza endogennych substratéw
NMD w mutantach ddx6 pozwolito na wykazanie udziatu co najmniej dwéch z tych grup,
DDX3 i DDX6, jako regulatorow przebiegu NMD o przeciwstawnej aktywnosci, czyli
odpowiednio pozytywnej i negatywnej. Ponadto helikazy DDX3 mogg miec tez wptyw na
translacje, co dodatkowo wspiera zwigzek tego procesu NMD. Jest to zgodne z obserwacjami
w komdrkach ludzkich, gdzie DDX3 przyspiesza inicjacje translacji mRNA z silnie
ustrukturyzowanymi 5'UTR, prawdopodobnie dzieki interakcji z biatkiem PABPC1 wigzgcym
ogon poli(A) i czynnikami inicjacji translacji (Soto-Rifo i in. 2012; Soto-Rifo & Ohlmann 2013).
Z kolei ludzka helikaza DDX6 jest gtownym komponentem ciatek P i przyczynia sie do represji
translacji i degradacji mRNA (Hubstenberger i in. 2017; Ostareck i in. 2014; Standart & Well
2018), ale jej rola jako negatywnego regulatora NMD nie zostata dotagd wykazana w zadnym
badanym organizmie. Mechanizm negatywnej regulacji przez DDX6 moze polegac na takim
remodelowaniu komplekséw rybonukleoproteinowych, ktéry utrudnia efektywne sktadanie
aktywnego kompleksu NMD (rys. 28A), lub na promowaniu bardziej wydajnej terminacji
translacji przy udziale biatek wigzacych ogon poli(A) (rys. 28B). Obie aktywnosci nie muszg sie
wykluczaé, wptyw DDX6 na przebudowe kompleksow mMRNP moze dotyczy¢ sciezki
rozpoznania substratow zaleznej od EJC, natomiast stymulacja terminacji translacji
zachodzitaby w mechanizmie selekcji wadliwych mRNA zwigzanym z kontekstem 3’UTR.
Rola DDX6 w regulacji NMD przez dziatanie na terminacje translacji przy udziale PABPC jest
wspierana przez obecnos¢ tych biatek, jak réwniez czynnikdw inicjacji translacji, wigczajac
elF4G, w kompleksie z UPF1 (Sulkowska i in. 2020; Chicois i in. 2018), jednak nie wykazano,

czy oddziatujg bezposrednio z helikazami DDX6. Co istotne, biatka PABPC sg dobrze
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udokumentowanymi czynnikami sprzyjajgcymi terminacji translacji, a w komadrkach ludzkich
PABPC1 antagonizuje NMD przez oddziatywanie z elF4G (Fatscher i in. 2015; Joncourt i in.

2014; lvanoviin. 2016).

A B
Przemodelowanie komplekséw Wydajna terminacja translacji

rybonukleoproteinowych za pomocg biatek wigzgcych ogon poli(A)
DX6
UPF2
il
/\/%)\UFB\\ s
- -
wTAUG EJC AAAAA

m7G

oddysocjowanie eRF1/3
oraz rybosomu

UPF2
Pt’ WRET

DX6
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M Se®
»AUG PTC  EJC AAAAA

Rys. 28 Modele dziatania helikaz DDX6

(A) Helikazy DDX6 uczestnicza w remodelowaniu komplekséw rybonukleoproteinowych, utrudniajgc sktadanie
aktywnego kompleksu NMD. (B) DDX6 moze promowac bardziej wydajng terminacje translacji przy udziale
biatek wigzgcych ogon poli(A).

Wiele z wynikow przedstawionych w pracy przemawia za Scistym powigzaniem przebiegu
NMD z translacja, co jest zgodne z poprzednimi doniesieniami. Prawidtowa terminacja
translacji zachodzi w obecnosci eRF1/3 oraz biatek zwigzanych koricem 3'UTR mRNA,
natomiast w przypadku przedwczesnej terminacji dla substratéw NMD wigzanie czynnikow
eRF jest ostabione, co skutkuje zablokowaniem rybosomdéw na mRNA. Jeden z modeli
przebiegu NMD zaktada, ze biatka UPF1 i UPF3, a w szczegdlnosci aktywnos$¢é ATPazowa
i helikazowa UPF1, przyczyniajg sie do oddysocjowania podjednostek rybosomu i recyklingu
czynnikéw translacyjnych i samych rybosomoéw na przedwczesnym kodonie stop (Celik i in.
2014; Neu-Yilik i in. 2017). Takze model antagonistycznego regulatorowego dziatania helikaz
DDX3 i DDX6 w NMD opiera sie na ich powigzaniu z translacjg: stymulacja translacji mRNA
przez DDX3 promuje ich kontrole jakosci i eliminacje wadliwych transkryptéw
w mechanizmie NMD, natomiast represja translacji przez DDX6 ma na celu zabezpieczenie
MRNA przed nadmierng degradacja, w szczegolnosci transkryptéw niewrazliwych na NMD.
Bytby to mechanizm zapewniajacy réwnowage aktywnosci NMD w degradacji

nieprawidfowych substratow zawierajacych PTC i regulacji ekspresji normalnych mRNA.
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Opracz translacji, mechanizm NMD jest réwniez Scisle zwigzany z eksportem mRNA
zjadra do cytoplazmy, przede wszystkim przez posredniczagce w tych procesach EIC,
kompleks TREX i czynniki eksportu (Hir i in. 2015). W komérkach ludzkich helikaza DDX3 jest
zaangazowana w transport mRNA poprzez fizyczne oddziatywanie z NXF1 (ang. Nuclear RNA
export Factor 1) (Soto-Rifo i in. 2012). Dodatkowo DDX3 zostato zidentyfikowane jako
komponent elF4E, ktére takze bierze udziat w eksporcie (Topisirovic i in. 2009). Mozna wiec
zaproponowad, ze roslinne homologi, ktére sg obecne zardwno w jadrze jak i cytoplazmie,
rowniez petnig role podczas eksportu, w szczegdlnosci w przypadku czgsteczek pre-mRNA
z niekompletnie usunietymi intronami, ktdére stanowig duzg grupe substratow NMD.

Lokalizacja komodrkowa roslinnych homologéw helikaz DEA(D/H)-box z grupy DDX3
i DDX6 w cytoplazmie i ciatkach P oraz ich kolokalizacja z biatkami UPF jest zgodna z ich rolg
zarowno w NMD (Sulkowska i in. 2020), jak i w tworzeniu i funkcji ciatek P (Chicois i in.
2018). Co wiecej, ich kolokalizacja z UPF3 w jadrze sugeruje, ze sg one rekrutowane na
wczesnym etapie NMD, np. podczas rozpoznawania substratéw, ktére moze by¢ inicjowane
juz w jadrze (Karousis & Muhlemann, 2019). Warto zauwazy¢, ze jadrowa lokalizacja helikaz
DDX3 i DDX6 zostata réwniez zaobserwowana w komodrkach ludzkich (Ayache i in. 2015;
Huang i in. 2017; Brennan i in. 2018). Z kolei helikaza RH14 (DDX5) wystepuje gtéwnie w
jadrze i jaderku, co wskazuje na jej mozliwy udziat w regulacji transkrypcji, splicingu,
biogenezie miRNA idojrzewaniu rRNA, jak ma to miejsce w przypadku ludzkiego DDX5
(Bourgeois iin. 2016). W szczegdlnosci biorgc pod uwage jadrowa funkcje UPF1 w sktadaniu
nowo powstajgcych transkryptéw w kompleksy mRNP u Drosophila (Singh i in. 2019), nie
mozna wykluczy¢ analogicznej aktywnosci roslinnych helikaz DDX5. Jednak wspdlna
lokalizacja RH14 i UPF1 w ogniskach cytoplazmatycznych wskazuje, ze helikazy DDX5 mogg
przyczyniac sie do aktywnosci UPF1 w NMD, jak opisano w komaérkach ludzkich (GeiRler i in.
2013). Wyniki uzyskane w pracy nie pozwalajg jednak na jednoznaczne potwierdzenie

udziatu roslinnych helikaz DDX5 w NMD.

5.2 Znaczenie innych biatek oddziatujgcych z UPF1
UPF1 jest biatkiem wielofunkcyjnym, ktére oprécz mechanizmu NMD odgrywa role w wielu

innych procesach degradacji RNA, takich jak SMD (ang. Staufenl-mediated mRNA decay,
HMD (ang. replication-dependent histone mRNA decay), RMD (ang. Regnase 1-mediated
mMRNA decay), GMD (ang. Glucocorticoid receptor-mediated mRNA Decay) i TumidD (ang.
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Tudor-mediated miRNA Decay) (Kim & Maquat, 2019). Jednym z interaktoréw UPF1
u Arabidopsis okazata sie miedzy innymi nukleaza Tudor-SN (lista dodatkowych biatek,
Sulkowska i in. 2020, Tabela S1). Biatko to jest zaangazowane w degradacje miRNA i innych
matych RNA nie tylko w komadrkach ludzkich, ale rowniez u Arabidopsis (Elbarbary iin. 2017;
Hu iin. 2019), co wskazuje na role UPF1 w tym procesie takze u roslin. Ponadto, Tudor-SN
jest sktadnikiem ciatek P i granuli stresowych (SG) (Gutierrez-Beltran i in. 2015), co jest
zgodne z zaproponowang rolg UPF1 w represji translacji zachodzacej w tych strukturach
(Chicois iin. 2018).

Wsérédd innych biatek ktdére oddziatujg z UPF1 zidentyfikowano réwniez czynniki
modyfikujgce i degradujgce biatka, takie jak enzymy deubikwitynujgce czy podjednostki
proteasomu. Oznacza to, ze UPF1 moze przyczyniac sie do utrzymania homeostazy pomiedzy
czgsteczkami RNA i biatek, szczegdlnie biorgc pod uwage, ze UPF11 u drozdzy aktywuje
szybka proteasomalng degradacje skréconych polipeptydéw, ktore sg generowane przez
MRNA zawierajace PT (Kuroha i in. 2009). Znaczenie oddziatywan UPF1 z innymi biatkami,
niezwigzanymi bezposrednio z mechanizmem NMD (m.in. sktadniki porow jadrowych,
czynniki transportu do jagdra czy przez pecherzyki) nie jest obecnie jasne, ale moze wynikac
z dodatkowych funkcji UPF1 np. w jadrze komérkowym (Varsally & Brogna 2012; Singh i in.
2019) lub $Swiadczy¢ o szerszym znaczeniu NMD w regulacji proceséw komdrkowych. Jednym
z nich jest np. dziatanie czynnikbw NMD, w tym UPF1, ale takie enzymoéw
deubikwitynujgcych, w odpowiedzi immunologicznej u Arabidopsis (Ewan i in. 2011; Jeong i
in. 2011; Rayson i in. 2012; Riehs-Kearnan i in. 2012; Gloggnitzer i in. 2014). UPF1 ma wiec
wptyw na aktywnos$¢ fizjologiczng nie tylko poprzez NMD ale réwniez mechanizmy,

w ktérych posredniczg miRNA oraz modyfikacje i stabilno$¢ biatek.

5.3 Regulacja mechanizmu NMD przez metylacje m®A mRNA
Mechanizm wifasciwego rozréznienia czgsteczek mRNA kierowanych do degradacji przez

NMD nie zostat do konca wyjasniony. Wiadomo, ze istotnymi elementami rozpoznania
wadliwych mRNA jest obecnos¢ intronow i kontekst rejonu 3'UTR. Z kolei nowsze doniesienia
sugerujg wiekszg role rybosomow w tym procesie podczas NMD (Brogna i in. 2016). Takze
alternatywny splicing i jego czynniki majg wptyw na los mRNA i mogg spowodowac
unikniecie NMD (Dyle i in. 2019). Jednak biorgc pod uwage kompleksowos¢ mechanizmu

NMD wydaje sie wysoce prawdopodobne, ze istniejg dodatkowe mechanizmy kontrolujgce
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jego specyficzno$é. Jedng z mozliwych dodatkowych witasciwosci wspomagajacych selekcje
substratéw moze by¢ ich naznaczanie przez modyfikacje m°A. Wykazano niedawno, ze
modyfikacje mRNA majg znaczacy wptyw zaréwno na biogeneze jak i wiele aspektow
funkcjonowania kodujgcych i niekodujgcych czasteczek RNA, wigczajac ich stabilnosc
i oddziatywanie z biatkami (Duan i in. 2017; Shiiin. 2019). W przeciwienstwie do komérek
ssaczych, gdzie obecnoé¢ m°A promuje rozktad mRNA (Liu i in. 2014; Wang in. 2014),
u Arabidopsis czasteczki zawierajgce te modyfikacje, gtéwnie w rejonach 3'UTR, s3g
stabilizowane (Anderson iin. 2018; Wei i in. 2018; Parker i in. 2020). Réwniez substraty
NMD, np. SMG7, AT5G45430, AT1G36730, sg silnie metylowane w 3'UTR (Cecile Bousquet-
Antonelli, dane nieopublikowane). Wstepne wyniki zaprezentowane w pracy dotyczgce
wptywu modyfikacji m®A na wydajnoi¢ NMD sa niejednoznaczne (odmienny efekt
wsiewkach i kwiatach) i niepetne, nie mozna wiec wyciggnac¢ konkretnych wnioskéw.
Zaobserwowana zmiana poziomu substratow NMD przy uposledzeniu rozpoznawania
metylacji w mutantach ect2 i ect3 swiadczy jednak o potencjalnym powigzaniu tych dwéch
proceséw. Nie mozna wykluczy¢é, ze w przypadku braku biatek ECT2 i ECT3 m°A jest
odczytywane przez inne czynniki posiadajgce domene YTH (Scutenaire i in. 2018), co moze
utrudniac interpretacje wynikéw. Jest tez mozliwe, ze regulatorowe dziatanie modyfikacji
m°A w procesie NMD jest zalezne od stadium rozwojowego rosliny, co byloby spdjne
z istotnym wptywem metylacji RNA na rdine etapy rdéznicowania i wzrostu takze u roslin
(Bodiiin. 2012;; Sheniin. 2016; Duaniin. 2017, Arribas-Herndndez i in. 2018; Scutenaire i
in. 2018; Wei in. 2018). Stuszno$¢ zatozenia, ze modyfikacja m®A moze regulowaé¢ NMD
zyskata ostatnio potwierdzenie podczas badan nad onkogenng rolg metylotransferazy
METTL3 poprzez regulowanie przez NMD ilosci czynnikow splicingowych i alternatywnych

izoform splicingowych w jednym z nowotworoéw, glejaku wielopostaciowym (Liiin. 2019).

5.4 Podsumowanie
W ramach przedstawionej pracy doktorskiej przeprowadzono badania i uzyskano

nastepujace wyniki :

1. W celu wyszukania nowych skfadnikéw funkcjonalnego kompleksu NMD u Arabidopsis
thaliana wykonano oczyszczanie biatek oddziatujgcych z UPF1. Potwierdzono sktad
roslinnego kompleksu NMD i zidentyfikowano szereg nowych, potencjalnych czynnikéw tego

procesu.
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2. Poddano wstepnej analizie funkcjonalnej kilka wytypowanych kandydatéw, zaréwno
w przejsSciowym systemie w roslinach Nicotiana benthamiana (podejscie VIGS-NMD) jak
i w niektoérych przypadkach w liniach mutantéw A. thaliana.

3. Przeprowadzono dalsze analizy funkcjonalne dla helikaz RNA DDX3, DDX5 i DDX6 z rodziny
DEAD-box i wykazano, ze przynajmniej dwie grupy tych biatek, DDX3 i DDX6, majg wptyw na
wydajnos¢ NMD jako odpowiednio, pozytywne i negatywne regulatory tego procesu.

4. Zbadano lokalizacje komdérkowa helikaz DDX oraz ich kolokalizacje z gtdwnymi czynnikami
NMD, UPF1 i UPF3, jak réwniez oddziatywanie helikazy DDX3 RH12 z tymi biatkami.

5. Uzyskano tez wstepne wyniki wskazujgce na fizjologiczng role procesu NMD w regulacji
odpowiedzi na stres cieplny, wptywu prawidtowego przebiegu NMD na translacje oraz

mozliwo$¢ modulacji wydajnosci NMD przez metylacje m®A w czasteczkach mRNA.
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