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CHARAKTERYSTYKA INTRONOW NIEKONWENCJONALNYCH W GENACH JADROWYCH
EUGLENIN

Geny jadrowe eukariontdw zawieraja introny usuwane przez spliceosom, a zdecydowana wigkszos¢ z nich
charakteryzuje si¢ obecno$cia konserwowanych sekwencji ztaczy GT-AG. Konwencjonalne introny
spliceosomalne wystepuja takze w genach jadrowych euglenin (Euglenida, Euglenozoa, Excavata), jednak
nie jest to jedyny typ intronow w tej grupie. W genach jadrowych euglenin wystepuja takze introny
niekonwencjonalne, ktore nie posiadaja konserwowanych sekwencji ztaczy, tworza za to stabilng strukture
drugorzedowsa zblizajaca konce intronéw i egzony na poziomie RNA. Mechanizm wycinania tego typu
introndw nie zostal dotad poznany. Celem projektu jest dokladniejsze scharakteryzowanie intronow
niekonwencjonalnych. Wstepne badania sugeruja, ze introny niekonwencjonalne nie sg usuwane tak jak
konwencjonalne w formie lariatu, ale jako czasteczki liniowe lub koliste. Badania te wskazuja takze, ze sa
one usuwane pdzniej niz introny konwencjonalne, co jest sprzeczne z danymi literaturowymi.

W celu weryfikacji wstgpnych wynikéw wskazujacych, ze introny niekonwencjonalne sg usuwane w formie
liniowej lub kolistej zostanie przeprowadzona seria eksperymentdw opierajacych si¢ na trawieniach RNA
egzo- 1 endonukleazami, elektroforezie RNA w zelach akrylamidowych, hybrydyzacji Northern z
wykorzystaniem sond korespondujacych do wybranych intronéw. W celu weryfikacji danych sugerujacych,
ze introny niekonwencjonalne sg usuwane pozniej niz konwencjonalne zostanie przeprowadzona analiza
posrednich produktow splicingu z wykorzystaniem odwrotnej transkrypcji, amplifikacji PCR, analizy
produktéw i1 sekwencjonowania. Przeprowadzona zostanie roéwniez préba okreSlenia lokalizacji procesu
splicingu niekonwencjonalnego w oparciu o analiz¢ obecnosci wycietych intronéw w roznych frakcjach
komoérkowych oraz z wykorzystaniem metody FISH.

Introny niekonwencjonalne w genach jadrowych euglenin sa jedynymi intronami, dla ktérych mechanizm
wycinania nie zostal dotad poznany. Co wigcej, wystepuja one tylko w stosunkowo niewielkiej, dobrze
wyodrebnionej grupie eukariontow. Doktadna charakterystyka tego typu intronéw zblizy nas do odpowiedzi
na takie pytania: (1) jaki jest mechanizm ich usuwania; (2) jaki byt sens ich powstania; (3) jaki jest sens ich
utrzymywania w genomach. Przeprowadzone badania poszerza takze znaczaco naszg wiedze¢ na temat
molekularnych mechanizméw dojrzewania mRNA, ktore czgsto sa odmienne w réznych grupach
organizmdéw, a pozostaja niezbadane ze wzgledu na zainteresowanie badaczy jedynie konkretnymi
gatunkami modelowymi o dobrze opracowanych schematach postgpowania. Wyniki przeprowadzonych
badan beda miaty takze znaczenie bardziej uniwersalne — poszerzg one naszg ogo6lng wiedze na temat
introndw 1 ich roli u organizmoéw eukariotycznych, ktéra ciagle nie zostala jeszcze jednoznacznie
zdefiniowana.



