Nr rejestracyjny: 2017/26/E/NZ1/00724; Kierownik projektu: dr hab. Rafat Bogustaw Tomecki

Kontrola ekspresji informacji genetycznej komorki, inaczej wyrazania, czy tez ,,rozszyfrowywania” danych
zapisanych w DNA, w ogromnej mierze odbywa sie¢ na poziomie RNA. Ilo$¢ czgsteczek RNA obecnych w
komoérce ma zasadnicze znaczenie dla jej funkcjonowania i zalezy glownie od tempa zachodzenia dwoch
procesOw, to jest powstawania RNA oraz jego degradacji. Niezwykle istotnym aspektem gwarantujacym
prawidlowe dziatanie komorki jest rowniez rozpoznawanie i usuwanie wadliwych RNA, czyli kontrola jakos$ci
RNA. Jednym z najwazniejszych czynnikow odpowiedzialnych za degradacje RNA zarowno w jadrze
komorkowym, jak i w cytoplazmie komorek eukariotycznych jest tak zwany kompleks egzosomu. Egzosom
jest nakierowywany na konkretne czasteczki RNA za posrednictwem czynnikow pomocniczych — w
cytoplazmie funkcje tg petni kompleks SKI. O ile sam egzosom i kompleks SKI byty od lat bardzo intensywnie
badane i zostaty do$¢ dobrze poznane w komorkach drozdzy Saccharomyces cerevisiae, o tyle wiedza na temat
wspotdziatania tych dwoch maszynerii w komorkach ludzkich jest bardzo fragmentaryczna. W przypadku
drozdzy oddzialywanie miedzy egzosomem i kompleksem SKI jest zapewnione przez biatko posredniczace
Ski7. Ski7 i homologiczny czynnik Hbs1 uczestnicza w roznych $ciezkach rozpadu i kontroli jako§ci mRNA,
czyli czasteczek RNA kodujgcych biatka. Sposrod tych dwoch biatek, tylko Ski7 ma zdolnos$¢ oddziatywania
zardbwno z egzosomem, jak i kompleksem SKI. Wiadomo, ze w komorkach ludzkich kompleks SKI
zbudowany jest z biatek homologicznych wzgledem podjednostek analogicznego kompleksu drozdzowego, a
mutacje w genach kodujacych jego sktadniki prowadza do zlozonej choroby wieku dzieciecego, okreslanej
mianem syndromu THE. Swiadczy to o istotnej roli, jaka kompleks SKI odgrywa w fizjologii komorki. Do
niedawna brakowato jednak danych molekularnych, ktore wyjasniatyby funkcje kompleksu SKI w regulacji
metabolizmu RNA w komorkach cztowieka. Wyniki naszych badan, ktore zostaty opublikowane na poczatku
2017 roku wykazaty, ze za oddziatywanie migdzy egzosomem i SK1 u ludzi odpowiada zidentyfikowana przez
nas nowa forma biatka HBSIL, czyli homologa drozdzowego czynnika Hbsl, nazwana HBS1LV3. Drugi
wariant biatka HBS1L — HBS1LV1 - nie oddzialuje z egzosomem. Co natomiast ciekawe, zaré6wno
HBS1LV1, jak i HBS1LV3 wchodza w interakcje z kompleksem SKI. Sie¢ interakcji miedzy podstawowymi
czynnikami uwiktanymi w regulacje szlakow metabolizmu RNA jest zatem rézna w komoérkach dwoch
odleglych ewolucyjnie organizméw eukariotycznych — drozdzy oraz ludzi. Wynika stad konieczno$é
doktadnego scharakteryzowania sposobu dziatania kompleksu SKI, biatek HBSILV1 i HBSI1LV3 oraz
precyzyjnego opisu mechanizméw degradacji RNA, w ktorych uczestnicza te czynniki, co jest celem
przedstawianego projektu. Maja to umozliwi¢ proponowane badania biochemiczne oraz strukturalne, w
potaczeniu z doswiadczeniami przeprowadzonymi z zastosowaniem linii modelowych komoérek ludzkich, a
takze globalne analizy wykorzystujace wysokoprzepustowe sekwencjonowanie RNA. Zaplanowano
przeprowadzenie wspotoczyszczania komponentow badanego kompleksu oraz mapowania miejsc ich
oddziatywan. Podjeta zostanie proba ustalenia struktury (ksztattu) kompleksu SKI i bialek
HBS1LV1/HBS1LV3 oraz ich wzajemnego umiejscowienia przestrzennego z zastosowaniem krystalografii
oraz mikroskopii elektronowej. Zbadany bedzie aspekt oddzialywania kompleksu z rybosomami, gdyz
wiekszo$¢ proceséw degradacji i kontroli jakosci mRNA zachodzi w trakcie syntezy biatek, czyli translacji.
Badania przeprowadzone w specjalnie skonstruowanych modelach komérkowych, z wykorzystaniem tak
zwanych plazmidow reporterowych, czyli wprowadzanych z zewnatrz czgsteczek DNA — w tym przypadku
zdolnych do produkcji mRNA zawierajgcych rdéznego typu btedy w sekwencji lub strukturze — powinny
pozwoli¢ na ustalenie roli oddziatywan migdzy kompleksem SKI, czynnikami HBSILVI/HBSI1LV3 i
rybosomem w eliminacji wadliwych transkryptow. Wykonane zostang roOwniez analizy transkryptomiczne,
majace na celu okreslenie puli naturalnych substratéw kompleksu w skali globalnej, w oparciu o badanie zmian
sktadu czasteczek mRNA w komorce pod wplywem zaburzenia sieci interakcji migdzy wspomnianymi
biatkami, oraz wielkoskalowg, bezposrednig identyfikacje transkryptow fizycznie wigzacych si¢ z kluczowa
podjednostka kompleksu SKI. Ponadto, przeanalizowany zostanie wplyw mozliwego zaburzenia
funkcjonowania kompleksu w nastepstwie mutacji, ktore znajdowane sg u pacjentow z syndromem THE, na
rozne aspekty metabolizmu RNA. Informacje uzyskane w toku wszystkich wspomnianych analiz pozwola
znaczgco wzbogaci¢ podstawowa wiedze na temat zasadniczych szlakow degradacji RNA, niezbgdnych dla
prawidlowego funkcjonowania ludzkich komorek. W szczegoélnosci, proponowane badania poglebia
znajomos$¢ mechanizmoéw, na drodze ktorych komorki usuwaja nieprawidtowe, a tym samym niebezpieczne
dla nich czgsteczki RNA.




