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Objetivos

O splicing de mRNA ¢é catalisado por uma
ribonucleoproteina dinamica chamada de
spliceossomo composta por 5 snRNPs (WILL, C.L;
LUHRMANN, R.; 2011). Durante o ciclo de splicing,
oito DExD/H-BOX RNA helicases coordenam os
remodelamentos estruturais (YAN, C et al.; 2019). Ao
mesmo tempo, fatores de splicing atuam mediando as
interacdes dos snRNAs com o mRNA e promovendo
suporte estrutural do complexo. Um desses fatores,
Cwc?24, foi caracterizado como proteina essencial e
como um fator de splicing pelo nosso grupo. Cwc24
atua promovendo a fidelidade da selecdo do 5
splicing site e na organizag&o do spliceossomo para o
complexo B ativado, uma conformacao que antecede
a primeira reacao de transesterificacdo (WU N-Y et al.,
2017). Foi demonstrado pelo nosso grupo que a
auséncia de Cwc24 prejudica a acdo da DEAH-box
helicase Prp2, a qual media a reorganizagdo do
spliceossomo para a conformagéo B catalitica para
que a primeira reagdo ocorra, formando assim um
spliceossomo aberrante. Spliceossomos defeituosos
promovem efeitos acumulativos nas células e estao
relacionados a diversas sindromes em humanos. Uma
das proteinas associadas ao controle de qualidade do
ciclo de splicing é a Prp43, uma RNA helicase
multifuncional que atua tanto no ciclo de splicing
quanto na biogénese do ribossomo. No splicing,
Prp43 é responsavel pela dissociacdo do complexo
apos a liberacdo do mRNA maduro. Diante disso,
esse projeto tem como objetivo entender os efeitos da
auséncia de Cwc24 e os mecanismos envolvidos
nesse spliceossomo aberrante por meio da analise
das ultimas etapas do ciclo de splicing a partir da
analise do interactoma da ultima RNA helicase que
atua no ciclo: Prp43.

Materiais e Métodos
A cepa de Saccharomyces cerevisiae GAL1::HA-
CWC24/PRP43-TAP foi cultivada por 30 horas em

meio contendo ou galactose ou glicose para a
regulacao da expressao de Cwc24. O extrato total
obtido ap6s lise e clarificagéo foi submetido a co-
imunoprecipitagdo usando Prp43 como isca e
usando a resina IgG Sepharose. A eluigéo foi
analisada por Western Blot e por espectrometria
de massas para identificagdo das proteinas e
complexos proteicos que interagem com Prp43
nessas condicbes. Além, os RNAs co-
imunoprecipitados com Prp43 foram analizados
por Northen Blot. Foi realizado também um ensaio
de gradiente de glicerol e de sacarose e as
fragbes coletadas foram analisadas por Western
Blot.

Resultados

e Os resultados de espectrometria de
massas mostraram que na auséncia de

Cwc24 Prp43 interage
predominantemente com  proteinas
ribossomais;

¢ Pelo gradiente de glicerol foi observado
uma mudanga no perfil de sedimentagéo
de Prp43 na auséncia de Cwc24, com
Prp43 migrando para as fragbes mais
densas (Figura 1);

e A analise de snRNAs mostrou que nao
ha acumulo de snRNAs co-
imunoprecipitando com Prp43 na
auséncia de Cwc24;

¢ A analise de rRNAs nao foi efetiva para
determinagdo dos rRNAs que co-
imunoprecipitam com Prp43;

e O gradiente de sacarose ndao mostrou
nenhuma alteragcdo no perfil de
sedimentacdo de Prp43 com os
componentes ribossomais;
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Figurea 1: Western Blot do perfil de sedimentagéo
de Prp43 em gradiente de glicerol na presenca
(Gal) e auséncia (Glu) de Cwc24.

Conclusao

Na auséncia de Cwc24, foi observado maior
interacdo de Prp43 com proteinas ribossomais.
Prp43 ndo se mostrou uma isca efetiva para a
comparagao das etapas finais do ciclo de splicing
nas duas condi¢bes estudadas devido a sua
interacdo transiente com o complexo. Para
entender as consequéncias da auséncia de
Cwc24 para o ciclo de splicing, sera usada uma
isca que interage de forma mais efetiva e por
maior tempo com o spliceossomo das Ultimas
etapas. Sera realizada uma dupla Co-lp usando
primeiro Prp8-TAP como isca de modo a
enriquecer o spliceossomo nas fragdes eluidas.
Com essas fragbes sera realizada uma outra co-
ip usando Ntr1-GST como isca. A cepa esta
sendo construida e a eluicdo obtida sera
analisada nas duas condigbes (presenca e
auséncia de Cwc24) por espectrometria de
massas.
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