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Badanie specyficznosci substratowe] niekanonicznej cytoplazmatycznej polimerazy poli(A) TENT5C w
limfocytach B

Kazda czasteczka mRNA, bedacego matryca do syntezy biatka, aby stac si¢ dojrzata czasteczka, ulega
specyficznym procesom obrobki. Jednym z nich jest poliadenylacja — zachodzacy w jadrze komorkowym
proces dodawania do 3’ konca mRNA nukleotydow adeninowych niekodowanych w DNA, tzw. ,,ogona
poli(A)”. Proces ten przeprowadzaja enzymy — kanoniczne polimerazy poli(A). Jednakze, w komoérkach
zachodzi takze proces cytoplazmatycznej niekanonicznej poliadenylacji polegajacy na wydtuzaniu ogonow
poli(A) przez niekanoniczne polimerazy poli(A).

Jedna z takich cytoplazmatycznych polimeraz poli(A) jest zidentyfikowane stosunkowo niedawno
biatko TENTSC. Gen kodujacy to biatko jest jednym z najczgsciej mutowanych gendéw u pacjentdw chorych
na szpiczaka mnogiego — nieuleczalny nowotwor komoérek plazmatycznych, czyli skrajnie zroznicowanych
limfocytow B produkujacych przeciwciata. Nasze pierwsze badania wykazaty, ze TENT5C hamuje rozwoj
komorek tego nowotworu i efekt ten jest zalezny od jego aktywnosci enzymatycznej. Stad, aby lepiej poznac
rolg¢ TENTSC, chcielisSmy zbada¢ doktadny mechanizm jego dziatania na modelu limfocytow B. Jak dotad
wykazalismy, ze TENT5C wydtuza ogony poli(A) w mRNA kodujacych przeciwciala, przez co czas zycia
tych mRNA jest dtuzszy, a produkcja immunoglobulin jest bardziej wydajna. Natomiast myszy pozbawione
tego genu wykazuja ostabiong odpowiedz immunologiczng na wprowadzenie do organizmu, tzw. antygenu,
czasteczki indukujacej reakcje uktadu immunologicznego. Dodatkowo TENTS5C wplywa na tempo podzialow
limfocytow B oraz ich réznicowania do komoérek plazmatycznych. CatoSciowo, wskazuje to na istotng role
TENTSC w odpornosci.

Jednakze, wiele pytan dotyczacych mechanizmu determinujacego sposob dziatania TENTSC w
limfocytach B pozostaje otwartych. Jak TENT5C wybiera, ktore mRNA ma poliadenylowac¢? Czy oddziatuje
tylko ze swoimi substratami czy wiaze si¢ z czasteczkami RNA niespecyficznie, przeprowadzajac
poliadenylacj¢ wytacznie wybranych? Jaka jest rola lokalizacji komorkowej TENTSC i jak utrata aktywnosci
wpltywa na lokalizacj¢ tego biatka? Celem tego projektu jest znalezienie odpowiedzi na te pytania.

Zeby to osiagnaé wykorzystamy nowy model myszy transgenicznych wyrazajacych nieaktywne
katalitycznie (zatem niezdolne do przeprowadzenia poliadenylacji) biatko TENTSC w fuzji ze znacznikiem
GFP (biatko zielonej fluorescencji). Przeprowadzimy zaawansowane analizy molekularne, stosujac dwa
alternatywne podejscia, zeby wyizolowa¢ RNA, z ktorymi oddziatuje TENTSC a nastgpnie zidentyfikowac je
wykorzystujac sekwencjonowanie RNA. Wykorzystamy takze mikroskopig fluorescencyjna, aby sprawdzic¢
jak rozni sie lokalizacja komoérkowa biatka TENTSC w komodrkach wyrazajacych aktywna lub nieaktywna
forme tego biatka.

Spodziewamy si¢, ze realizacja tego projektu dostarczy nam odpowiedzi na powyzsze pytania
dotyczace mechanizmu dziatania niekanonicznej polimerazy poli(A) TENTSC w limfocytach B.
Potwierdzimy oddziatywanie TENTSC z mRNA, ktore poliadenyluje, dowiemy si¢ czy oddzialuje
specyficznie ze swoimi substratami, a by¢ moze zidentyfikujemy nowe, dotychczas nieznane substraty.
Zweryfikujemy takze role lokalizacji komorkowej TENTSC. Dzigki rozszyfrowaniu tych kwestii przyblizymy
si¢ do doktadnego zrozumienia mechanizmu dziatania i roli TENT5C w limfocytach B.



