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Splicing (sktadanie) pre-mRNA jest procesem, w ktérym niekodujace segmenty, tzw. introny, sa usuwane z
czasteczek prekursorowego mRNA (pre-mRNA). Ten proces, niezbedny dla ekspresji prawie wszystkich ludzkich
genodw, podlega Scistej kontroli i jest powigzany z transkrypcja i innymi etapami obrdébki transkryptéw pre-mRNA.
Splicing pre-mRNA jest katalizowany przez spliceosom, duza i dynamicznie zmieniajgca sie makromolekularng
maszyne. Struktury spliceosomu uzyskane niedawno przez grupy pod kierownictwem R. Luhrmanna, K. Nagai i
Y. Shi, zrewolucjonizowaly badania w obszarze splicingu, dostarczajac ogromna ilo$¢ fascynujacych informacji na
temat zréznicowania komplekséw spliceosomowych przedstawionych na réznych etapach procesu powstawania
i funkcjonowania spliceosomul.

Na podstawie informacji uzyskanych ze struktur oraz naszej doktadnej analizy postawiliSmy kilka hipotez, ktérych
stuszno$é bedziemy testowac. Dtugofalowym, generalnym celem tego projektu jest zrozumienie oddziatywan i
przeksztatcen komponentdw spliceosomu i substratu RNA prowadzacych do katalizy. Badanie réznych etapéw
splicingu wyjasni oddziatywania i przeksztalcenia zachodzgace pomiedzy sktadnikami centrum katalitycznego
spliceosomu, pozwalajac na lepszy opis jego funkcji i ostatecznie pomagajac w przewidywaniu przebiegu
alternatywnego splicingu.

Niniejszy projekt skupia sie na badaniu mechanizmow, dzieki ktorym trzy sktadniki spliceosomu: katalityczny
tripleks, rejon biatka Prp8 potozony w poblizu miejsca aktywnego i N-koicowa domena biatka Cwc25, wptywajg
na funkcje centrum katalitycznego. Mimo ze struktury uzyskane przy uzyciu mikroskopii krioelektronowej (cryo-
EM) przedstawiajg centrum katalityczne jako niezmienne, badania spliceosomu z wykorzystaniem genetyki
drozdzy oraz badania strukturalne intronéw grupy Il sugerujg, ze centrum katalityczne moze podlegac istotnym
zmianom konformacyjnym w trakcie katalitycznej czesci procesu. W naszych dos$wiadczeniach bedziemy
sprawdzac¢ czy katalityczny tripleks, istotna cze$¢ centrum katalitycznego, podlega zmianom konformacyjnym w
trakcie splicingu. Opierajac sie na przykiadzie intronéw grupy ll, bedziemy analizowa¢ wiele kombinaciji
nukleotyddéw mogacych potencjalnie tworzy¢ katalityczny tripleks i badac ich funkcjonalnosé in vivo. Badania te
pomoga wyjasni¢ zakres dynamicznych zmian w centrum katalitycznym, potencjalnie prowadzac do re-ewaluaciji
obecnego modelu centrum katalitycznego na drugim etapie splicingu. Bedziemy réwniez badaé wptyw
modyfikacji/mutacji wprowadzonych w obrebie katalitycznego tripleksu (poprawiajacych pierwszy lub drugi etap
splicingu) na globalny przebieg reakc;ji (Cel 1).

Bedziemy réwniez analizowac role wysoce zakonserwowanego rejonu biatka Prp8 znajdujgcego sie w poblizu
centrum katalitycznego spliceosomu, Struktury otrzymane technika mikroskopii krioelektronowej sugeruja, ze ten
rejon biatka przybliza do siebie kilka elementow centrum katalitycznego. Region ten zawiera kilka nowo
zidentyfikowanych przez nas alleli prp8, ktdre wydajg sie wptywac raczej na sama katalize, niz na przej$cie miedzy
dwoma etapami, reprezentujac nowa mechanistycznie klase mutantéw wptywajacych na splicing. Sprawdzimy
zaangazowanie tego regionu Prp8 w splicing, biorgc pod uwage mozliwosé, ze koordynuje on elementy centrum
katalitycznego oraz ich wzajemne potozenie wzgledem siebie umozliwiajace przeprowadzenia katalizy (Cel 2).

Zajmiemy sie takze jednym z podstawowych, aczkolwiek wcigz niezrozumiatych zagadnien splicingu: selekcji i
odpowiedniego ustawienia jednego z reagentdw pierwszej reakcji splicingu - adenozyny w tzw. miejscu
rozgatezienia (BS-A). Miejsce rozgatezienia (BS) rozpoznawane jest przez parowanie z regionem
komplementarnym w U2 snRNA, a BS-A jest wypychane z dupleksu. Nie jest jednak jasne w jaki sposdb zachodzi
decyzja o tym, ktéry nukleotyd jest wypychany, a w szczegdlnosci, ktory z dwoch nastepujacych po sobie
nukleotydéw adeninowych jest wybierany jako BS-A. Aby lepiej zrozumie¢ wybor i pozycjonowanie BS-A do
katalizy, skupimy sie na N-koncowej domenie biatka Cwc25, ktéra oddziatuje z dupleksem U2:BS. W
szczegdblnosci zbadamy, czy ujemnie natadowana reszta aminokwasowa cwc25-D5 bierze udziat w definiowaniu
adenozyny w miejscu BS. Réwnolegle zbadamy sugerowana wczesniej role modyfikacji urydyny do
pseudourydyny w pozycji 35 w U2 snRNA (U2-U35). Badania te beda utatwione dzieki opracowanemu wczesniej
systemowi ortogonalnemu, w ktérym sekwencje U2:BS mozna dowolnie zmienia¢, umozliwiajac szczegétowa
analize mechanizmu wyboru miejsca rozgatezienia (Cel 3).

Nasze badania opierajg sie na najnowszych informacjach dostarczonych przez struktury otrzymane technika
mikroskopii krioelektronowej i pomogg zweryfikowa¢ ich przewidywania poszerzajgc informacje strukturalne o
bardziej szczegdtowa, funkcjonalng analize kilku podstawowych aspektéw splicingu. U ludzi ekspresja prawie
wszystkich transkryptéw mRNA wymaga zajscia procesu sktadania pre-mRNA. Zazwyczaj ludzkie transkrypty pre-
mRNA podlegajg bardziej skomplikowanemu niz splicing standardowy, splicingowi alternatywnemu, ktéry
umozliwia otrzymanie wielu ré6znych mRNA z pojedynczej czasteczki prekursorowej. Jezeli chcemy lepiej
zrozumie¢ ten proces i by¢ w stanie przewidzie¢ ztozone alternatywne wzory splicingu, potrzebujemy
szczegbtowych informacji z badan mechanistycznych i funkcjonalnych, takich jak zaproponowane w tym
projekcie.



