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Proces splicingu polega na usuwaniu niekodujgcych sekwencji (intronéw) z pre-mRNA, i
generowania matryc mRNA do produkcji biatka. Splicing obejmuje dwie nastepujace po sobie
reakcje katalityczne, obie katalizowane przez spliceosom w jednym centrum katalitycznym.
Tak wiec, po zakonczeniu pierwszej reakcji, wytworzony produkt posredni w formie lariatu
musi zmieni¢ potozenie w centrum katalitycznym, aby zrobi¢ miejsce dla drugiej reakcji, w
ktérej 3'SS musi zosta¢ umieszczony w miejscu aktywnym. Oczywiscie kazdy btagd w doborze
doktadnych granic intronéw (miejsca sktadania 5'i 3'SS) prowadzi do nieprawidtowej produkcji
mRNA, powodujgc powazne problemy dla komorki. Interesujg nas mechanizmy, za pomocg
ktérych spliceosom wybiera 3'SS i odpowiednio ustawia go w centrum katalitycznym. W
szczegolnosci chcielibySmy zrozumiec, co sie dzieje, gdy staby lub zmutowany 3'SS wchodzi
do spliceosomu i jak mozemy modulowaé te zdarzenia.

Poniewaz struktura i funkcja centrum katalitycznego sg silnie zakonserwowane u wszystkich
eukariontow, zdecydowalismy sie zbadac te zagadnienia u drozdzy, pamietajac, ze uzyskane
wyniki opisujg rowniez funkcje ludzkich spliceosomow. Opieramy sie na prostych, ale
precyzyjnych metodach analizy genetycznej drozdzy, co pozwala na monitorowanie
dynamicznych procesow splicingu w zywej komorce.

Zauwazylismy, ze w obecno$ci wysokiego poziomu zmutowanych intronéw 3'SS, komorki
drozdzy wykazujg znaczne defekty wzrostu. Sugerujemy, ze dzieje sie tak, poniewaz
spliceosomy przetwarzajgce takie zmutowane introny 3'SS sg uwiezione w konformacji
zgodnej z pierwszg z dwoch reakcji, ale nie sg w stanie przejs¢ do drugiej. Zmniejszatoby to
pule spliceosoméw dostepnych do sktadania endogennych intronéw, powodujgc defekty
wzrostu.

Przetestujemy te hipoteze i poszukamy sposobdéw na naprawienie tych wad. Jednym ze
sposobow bytoby zmniejszenie liczby intronéw 3'SS, innym sposobem bytaby pomoc
spliceosomom w odrzuceniu tych ,trujgcych” intronow. Przypuszczamy, ze spliceosomy
uwiezione przez zmutowane potprodukty lariatu 3'SS mozna uratowac¢ za pomocg systemu
kontroli jakosci, w ktérym specyficzne oddziatywania RNA:RNA w centrum katalitycznym
konkurujg z wigzaniem intronu, odrzucajgc zmutowane introny. Aby zbada¢ ten mechanizm
odrzucania, zmienimy wybrane motywy RNA brane pod uwage w procesie odrzucanie
zmutowanych intronow 3'SS.

Nasze wyniki sugerujg, ze motyw 3'SS, PyAG, jest rozpoznawany i umieszczany w centrum
katalitycznym dwukrotnie: najpierw w ,poczekalni” przed drugim etapem, podczas pierwszej
reakcji katalitycznej, a nastepnie ponownie podczas drugiej reakcji, kiedy jest umieszczony w
miejscu aktywnym katalizy. Zidentyfikujemy i scharakteryzujemy te miejsca wigzania dla 3'SS
w centrum katalitycznym, aby lepiej zrozumie¢, w jaki sposob spliceosom kontroluje wiernos¢
wyboru miejsca sktadania.

Nasze eksperymenty zbadajg istnienie nieznanych wczesniej interakcji RNA:RNA i ich
mozliwg funkcje w odrzucaniu poétproduktow lariatu, a takze tych, ktére rozpoznajg i
pozycjonujg 3'SS w centrum katalitycznym. Jesli zostang potwierdzone, odkrycia te beda
stanowi¢ wazne odkrycie o znaczacych implikacjach dla kontroli wiernosci splicingu.
Zaproponowany model kontroli jakosci splicingu w fazie katalitycznej reprezentuje zupetnie
nowe spojrzenie na proces, nigdy wczesniej nie badane. Defekty wzrostu spowodowane przez
uwiezione spliceosomy mogg w pewnych warunkach reprezentowac¢ ogéiny typ defektéw w
komoérkach eukariotycznych. Zatem nasza praca moze sugerowac ,leczenie” tego problemu i
moze by¢ wykorzystana w rozwoju nowych strategii terapeutycznych dla choréb genetycznych
opartych na analogicznych mechanizmach, torujgc droge do nowej klasy ogolinych rozwigzan
terapeutycznych dla roznych choréb opartych na splicingu.



