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STRESZCZENIE

Badania przeprowadzone w ramach niniejszej rozprawy doktorskiej oferuja
dogtebne zrozumienie funkcji XRN-2, eksorybonukleazy 5'-3', wystepujacej glownie w
jadrzekomorkowym. Enzym ten odgrywa istotne role w procesie ekspresji genow i rozwoju
nicieni Caenorhabditis elegans (C. elegans). XRN-2 bierze udziat w degradacji i cigciu
roznych klas RNA, co istotnie wpltywa na procesy takie jak terminacja transkrypcji i
biogeneza rybosomow. Pomimo szerokiej specyficznosci substratowej in vitro, na skutek
interakcji in vivo z réznymi biatkami XRN-2 selektywnie oddziatuje z wybranymi
czasteczkami RNA. XRN-2 jest niezbedna podczas krytycznych etapow rozwoju C.
elegans, jednakze doktadne molekularne mechanizmy jej dziatania pozostaja nieznane ze

wzgledu na jej rozlegly wzorzec ekspresji w trakcie rozwoju organizmu.

Aby uzyskaé glebsze zrozumienie roli XRN-2 w rozwoju nicieni, niniejsza praca
szczegblowo opisuje dwie obrane strategie badawcze. Pierwsza strategia koncentrowata si¢
nazidentyfikowaniu genetycznych supresorow powigzanych z XRN-2 w trakcie rozwoju, w
celu odkrycia konkretnej roli, jakag w tym kontekscie odgrywa XRN-2. Drugie podejscie
polegato na zidentyfikowaniu partneréw tzw. syntetycznej letalnosci XRN-2. Badanie to
miato na celu odkrycie funkcjonalnej zaleznosci miedzy XRN-2 a jego partnerami,
prowadzac do zrozumienia r6l XRN-2 w okreslonych szlakach molekularnych podczas

rozwoju nicienia.



Zastosowanie tych dwoch strategii badawczych miato na celu poznanie ztozonej
sieci molekularnej, w ktorej XRN-2 funkcjonuje w trakcie rozwoju, ze szczegdlnym
uwzglednieniem supresorow i partneroOw syntetycznej letalnosci. Ostatecznym celem bylo
wyjasnienie funkcji i mechanizméw regulacyjnych XRN-2 w zlozonych procesach
rozwojowych. Celem badania byto lepsze zrozumienie biologii rozwoju, a tym samym
dostarczenie cennych informacji na temat wzajemnego oddziatlywania gendéw i szlakow

molekularnych podstawowych procesow biologicznych.

W pierwszej czesci badan zbadano rolg XRN-2 w linii zarodkowej C. elegans przy uzyciu
specyficznego dla linii zarodkowej mutanta warunkowego (xrn-2ts®™) XRN-2, ktéry
zostal stworzony w celu identyfikacji genetycznych supresoréw bezptodnosci. Stwierdzono,
zecztery geny, dpy-10, osr-1, ptr-6 i C34C12.2 posiadajg allele utraty funkcji i zbadano ich
role W znoszeniu bezptodnosci u mutanta. Sposrod tych genéw zidentyfikowano dpy-10,
osr-1i ptr-6 jako pozytywne regulatory gpdh-1, kluczowego enzymu w procesie produkcji
glicerolu. Po wyciszeniu ekspresji tych genéw zaobserwowano podwyzszony poziom
MRNA gpdh-1 i przywrocenie ptodnosci u C. elegans. Co wigcej, zasugerowano, ze biatko
jadrowe C34C12.2,wykazujace homologi¢ z S. cerevisiae Netl, odgrywa role w regulacji
dojrzewania rRNA. Ponadto zaobserwowano przywrdcenie plodno$ci u nicieni xrn-2ts®™
w wyniku obniZenia poziomu biatka NRDE-2, ktore jest sktadnikiem maszynerii jadrowego
RNAI i shuzy jako partner oddziatujacy biatka C34C12.2 u C. elegans. Odkrycie to sugeruje
kluczowa role XRN-2 w rozwoju linii zarodkowej, szczegdlnie w kontekscie dojrzewania
rRNA.

W drugiej czg$ci badania zidentyfikowano PUF-9 jako partnera syntetycznej
letalno$ciXRN-2 u C. elegans. Odkrycie to podkresla kluczowsg rolg PUF-9 w rozwoju tego
organizmu.Kiedy poziom puf-9 zostat obnizony u wrazliwego na temperatur¢ mutanta Xrn-
2 W (xrn-2ts), nicienie byly ospate, wykazywaly znaczny spadek witalnosci i zaostrzenie
fenotypow takich jak tworzenie pecherzy i wady w okresie linienia. Co wazne,
stwierdzono, ze PUF-9 jest niezbedny do rozwoju linii zarodkowej. Zmutowane nicienie
puf-9 wykazywaly zmniejszona ilos¢ potomstwa i znaczace defekty linii zarodkowej, w
tym nieprawidlowy rozwoj oocytow, uposledzona migracje gonad i bezptodnos¢. Ponadto
puf-9 wykazywatl syntetycznag letalnos¢ w stosunku do puf-3 i puf-8, co wskazuje na

potencjalng interakcje genetyczng migdzy tymi biatkami. Obnizenie poziomu ekspresji puf-



3 lub puf-8 u zmutowanych nicieni puf-9 spowodowato znaczgce nieprawidtowosci w
rozwoju linii zarodkowej, co dodatkowo podkresla kluczowa role PUF-9 w tym procesie
biologicznym. Oprocz tego obserwacja zmniejszonej liczby potomstwa u podwdjnego
mutanta xrn-2;puf-9, w przeciwienstwie do efektow obserwowanych u pojedynczych
mutantow tych gendéw, implikuje wspdlng funkcjonalnos¢ PUF-9 i XRN-2 w regulacji

rozwoju linii zarodkowej C. elegans.

Na koniec, podjeto probe identyfikacji specyficznych docelowych czasteczek mRNA
regulowanych przez XRN-2 i mechanizméw degradacji RNA. Aby to osiagnac,
wykorzystano dane uzyskane z kompleksowej analizy ekspresji RNA w czasie,
przeprowadzonej u wrazliwego na temperatur¢ mutanta xrn-2. Wyodrgbniono dwa zbiory
czateczek RNA, u ktérych zaobserowano zwigkszone i obnizone poziomy ekspresji w
wyniku inaktywacji xrn-2.Zauwazono, ze na wigkszos¢ genéw 0 podwyzszonym poziomie
ekspresji wpltywaty zdarzenia typu read-through z gendéw znajdujacych si¢ powyzej,
podczas gdy obnizony poziom RNA wynikal z zawady przestrzennej pomigdzy
czasteczkami polimerazy RNA 2 (RNAPII). Dogtebna analiza danych z sekwencjonowania
RNA mutanta xrn-2ts wykazata, ze po inaktywacji xrn-2 zaobserwowano wzrost ekspresji
ceh-99, chociaz wzrostu tego nie mozna bylo przypisaé transkrypcji typu read-through z
genu znajdujacego si¢ powyzej. Ta intrygujacaobserwacja wzbudzita nasze zainteresowanie,
co doprowadzito do wyboru ceh-99 jako gtéwnego kandydata do odkrycia mechanizmow
lezacych u podstaw regulacji za posrednictwem XRN-2. Wykazano, ze rola XRN-2 polega
na tlumieniu ekspresji ceh-99 poprzez przedwczesng terminacje RNAPII i selektywna
represje izoformy ceh-99 z dluzszym 5'UTR. Dodatkowo zidentyfikowano insercje
autonomicznego transpozonu DNA TC1 w pierwszym regionie intronu genu ceh-99.
Ponadto zaobserwowano, ze poziom ekspresji TC1 wzrost po inaktywacji Xrn-2, co
wskazuje, ze XRN-2 reguluje transpozon TC1, przynajmniej czgsciowo, poprzez locus ceh-
99.



