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Po transkrypcji, a wtasciwie juz w jej trakcie, syntetyzowane czasteczki RNA podlegajg dodatkowe] obrébce,
czyli ulegajg dojrzewaniu. Tylko dojrzate czgsteczki RNA sg w petni funkcjonalne i mogg wypetniac
przypisane im funkcje. Jedng z trzech gtéwnych enzymoéw odpowiedzialnych za przepisywanie informacji
genetycznej z DNA na RNA jest polimeraza RNA Il (Pol Il), ktdra jest zaangazowana w transkrypcje genéw
kodujgcych biatka, ale takze innych waznych czgsteczek RNA. Wszystkie transkrypty syntetyzowane przez
Pol Il majg dotgczong do ich 5’ korca specjalng strukture zwang czapeczka, a ich koniec 3’ jest zmieniony
poprzez dodanie kilkuset nukleotydéw adeninowych (ogon poliA), o ktérych dodanie nie jest zakodowane w
przepisywanych przez Pol Il genach - proces ten nazywamy poliadenylacjg. Wiekszos$¢ transkryptow Pol I
posiada takze introny, czyli sekwencje niekodujgce, ktdre muszg zostaé usuniete w procesie sktadania RNA.
Proces ten nazywamy splicingiem. Miejsca dodawania ogona poli(A) oraz identyfikacja sekwencji
intronowych to bardzo wazny etap wyrazania sie gendw, czyli ich ekspresji. Kazdy transkrypt moze ulec
dojrzewaniu na kilka réznych sposobdw. Dotyczy to selekcji wycinanych sekwencji niekodujacych -
intronéw, a takze miejsc w ktdrych zachodzi poliadenylacja. W wyniku tych proceséw z jednego genu moze
powstac kilka réznych dojrzatych transkryptéw, a w konsekwenciji kilka réznych biatek.

Projekt dotyczy regulacji wyboru miejsc, w ktérych zachodzi poliadenylacja. W naszych badaniach
wykorzystamy rosline modelowa, Arabidopsis thaliana. Zaplanowane dos$wiadczenia wykonywane beda w
Uniwersytecie im. Adama Mickiewicza w Poznaniu oraz w Uniwersytecie w Bielefeld w Niemczech. Obie
wspotpracujace ze soba grupy badawcze, Artura Jarmotowskiego w Poznaniu i Dorothee Staiger w
Niemczech, od wielu lat badajg RNA u rodlin. Oba zespoty rozwinety i stosujg nowoczesne metody
badawcze, ktérych zastosowanie jest kluczowe dla realizacji zaplanowanych badan.

Nasze wczesniejsze badania pokazaly, ze sekwencja rozpoznawana przez Ul snRNP, czgstke
rybonukleoproteinowg zaangazowang w wycinanie intronéw, hamuje proces poliadenylacji. Naszym
gtéwnym celem jest poznanie sposobu tej komunikacji miedzy U1 snRNP a maszynerig poliadenylujaca. Z
wykonanych przez nas eksperymentow wynika, ze dwa biatka U1 snRNP, 70K i PRP40, najprawdopodobniej
kontaktujg sie z uczestniczagcym w poliadenylacji kompleksem CFIl. Sugeruje to, ze wfasnie kompleks CFI
moze by¢ zaangazowany w hamowanie poliadenylacji przez U1 snRNP. Chcemy zweryfikowac hipoteze, ze
to wtasnie oddziatywania pomiedzy biatkami U1l snRNP i kompleksem CFl odpowiada za hamowanie
poliadenylacji przez U1 snRNP. W projekcie zbadamy do jakich sekwencji wigzg sie wszystkie podjednostki
roslinnego kompleksu CFl. Co wiecej, zidentyfikujemy wystepujgce obok miejsca wigzania Ul snRNP.
Zastosujemy do tego celu niezwykle skuteczng technike iCLIP. Wykorzystujagc mutanty Arabidopsis, w
ktorych brakowad bedzie pojedynczych lub dwdch podjednostek kompleksu CFl, zbadamy, jaki wptyw ma
ich brak na wybér miejsc poliadenylacji. W tym celu scharakteryzujemy korce 3’ wszystkich czgsteczek RNA
pochodzacych z rodlin typu dzikiego (wt) i mutanty, w ktéorych brakowato bedzie jednej lub kilku
podjednostek kompleksu CFl. Do badan zastosujemy metode sekwencjonowanie nowej generacji (NGS). Na
podstawie tych analiz zidentyfikujemy geny, w ktérych wybdér miejsca poliadenylacji zalezy of CFI, a
jednoczesnie w jego sasiedztwie jest miejsce rozpoznawane przez Ul snRNP. Dla kilku wybranych
przypadkéw wykonamy analizy funkcjonalne, mutujagc miejsca wigzania Ul oraz miejsca rozpoznawane
przez CFl w przygotowanych minigenach. Analizy te przeprowadzimy w protoplastach roslin typu wt oraz
poszczegdlnych mutantach CFl. Zamierzamy takze zbada¢, jaki wptyw majg podjednostki kompleksu CFl na
proces wycinania introndw, czyli splicing. Wykorzystujgc nowoczesng metode PLA pokazemy bezposrednio
w komorce oddziatywania U1 snRNP i kompleksu CFI.

Nasze badania po raz pierwszy pokazg wptyw U1l snRNA na splicing u roslin, a takze zidentyfikuja miejsca
poliadenylacji, ktérych wykorzystanie zalezy od kompleksu CFI.



