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Droga od genu do biatka w komorkach eukariotycznych jest dluga i skomplikowana. Gen (sekwencja DNA)
jest przepisywany na pierwotny transkrypt (pre-mRNA), ktory nastepnie ulega modyfikacjom i dojrzewaniu,
stajgc si¢ matrycowym RNA (mRNA). Uzyskany w ten sposob mRNA jest transportowany do cytoplazmy,
gdzie zostaje przepisany na biatko. [lo$¢ i rodzaj tworzonych w organizmie biatek zmienia si¢ jednak caly czas
w zalezno$ci od ciagle zmieniajacych si¢ potrzeb. Z tego powodu niezwykle wazna jest precyzyjna i Scista
regulacja ekspresji gendw, ktora w komorkach eukariotycznych moze by¢ regulowana na wielu poziomach.
Jedna z mozliwych regulacji jest wlaczenie przepisywania danego genu z DNA na pre-mRNA, prowadzace do
powstania potrzebnego biatka. Druga mozliwoscia jest zatrzymanie przepisywania genu z DNA na pre-mRNA,
co powoduje, ze biatko kodowane przez ten gen nie powstanie. Innym rodzajem regulacji jest degradacja
istniejacego juz mRNA przez krotkie (21-nukleotydowe) jednoniciowe czasteczki RNA, zwane mikroRNA
(miRNA), ktore posiadaja sekwencje komplementarng do danego mRNA. Dzigki tej komplementarno$ci
miRNA wigza si¢ do danego mRNA i prowadza do jego degradacji. Warto doda¢, jak wazna dla organizmu
jest regulacja ekspresji genow przez miRNA. Dla roslin kompletne wylaczenie Sciezki odpowiedzialnej za ich
powstawanie powoduje $mier¢ rosliny na etapie embrionalnym. Natomiast cze$ciowa deregulacja tego procesu
skutkuje defektami w licznych organach roslinnych, jak rowniez czesto prowadzi do braku ptodnosci.

Dojrzate miRNA sg krotkie (20-22nt), ale wycinane w 2 etapach przez biatko Dicer-like 1 (DCL1) z dtugich
pierwotnych prekursorow (pri-miRNA). Pri-miRNA zawiera strukture spinki do wlosow, w ktorej osadzona
jest sekwencja miRNA. DCL1 do wydajnego i precyzyjnego cigcia pri-miRNA potrzebuje innych czynnikdw,
z ktorych najwazniejszymi sg biatka HYPONASTIC LEAVES 1 (HYL1) i SERRATE (SE). Powszechna
wiedza sugeruje, ze SE 1 HYL1 sa wazne dla utrzymania struktur drugorzedowych RNA w prekursorach
miRNA w celu utrzymania wysokiej aktywnosci cigcia przez DCL1. Jednak w niektorych warunkach (rosliny
uprawiane w nizszych temperaturach) DCL1 moze by¢ bardziej niezalezny od SE i HYL1. Oprocz faktu, ze
biatka te sa wazne dla precyzji dziatania DCL1, nie ma danych na temat roli SE i HYL1 w formowaniu
drugorzedowej struktury prekursora miRNA.

Pytanie, jak biatka te wptywaja na strukture drugorzgdowa prekursorow, jest wazne dla zrozumienia catego
procesu biogenezy miRNA. Jest to jeszcze bardziej intrygujace w przypadku biatka SE, gdyz w dwoéch
najczestszych mutantach serrate: se-1 i se-2, w ktorych powstaje biatko SE skrocone odpowiednio o 27 i 40
aminokwasow (aa), zaobserwowano ogdlng redukcje miRNA i nieprawidtowe cigcie przez DCL1. Jednak SE
powstajace w tych mutantach nadal moze oddzialywa¢ z HYL1, DCL1 i RNA, co pozwala nam zada¢ pytania:
Czy interakcja SE z HYLI1 i DCLI1 jest wazna dla biogenezy miRNA? Jaka jest rola ostatnich 27aa SE
(najbardziej zakonserwowanej czeSci biatka) na strukturg¢ drugorzedowa pri-miRNA? Nasze poprzednie
wyniki wykazaty, ze kompleks THO/TREX jest silnie zwigzany z SERRATE in vivo. Wyniki innych grup
wykazaty rowniez, ze THO moze by¢ wazne dla stabilizacji struktury drugorzedowej pri-miRNA i wigzania
si¢ biatka HYL1 do pri-miRNA. Do tej pory rola kompleksu THO/TREX w biogenezie miRNA jest niejasna,
a rola interakcji migdzy SE i THO/TREX w biogenezie miRNA nigdy nie zostala potwierdzona. Gléwnym
celem tego projektu jest zrozumienie roli SERRATE w zmianie drugorzedowych struktur prekursoréow
miRNA i wplyw tych zmian dla aktywno$ci DCL1. Aby lepiej zrozumieé¢ ten proces, chcielibySmy
zrozumie¢ role zakonserwowanej czesci SE (ostatnich 27aa) oraz rol¢ kompleksu THO/TREX na
strukture pri-miRNA oraz na aktywnos$¢ biatka DCL1 w procesie biogenezy miRNA.

W projekcie tym chcieliby$Smy zaproponowac seri¢ eksperymentow majacych na celu analize in vivo struktury
drugorzedowej pri-miRNA, a takze sprawdzenie, jaka jest réznica migdzy strukturami drugorzgdowymi
prekursoréw miRNA wydajnie i niewydajnie cigtymi przez DCL1. W celu badania struktury drugorzedowe;j
pri-miRNA bedziemy wykorzystywa¢ metode DMS-MaPseq. DMS modyfikuje tylko nukleotydy znajdujace
si¢ w jednoniciowych rejonach RNA. Polgczenie tego odczynnika ze specjalng metoda przygotowania
materiatu do sekwencjonowania nowej generacji, pozwala okresla¢ rejony jedno- i dwuniciowe w badanych
RNA. Zadamy réwniez pytanie, jak struktury drugorzgdowe prekursoréw miRNA zmieniajg si¢ u mutantow
hyll 1 se w normalnych warunkach wzrostu (22°C), ale takze gdy rosliny sa uprawiane w nizszych
temperaturach (16°C), a takze w wyzszych (28°C). Sprawdzimy réwniez, jak wazna jest interakcja migdzy SE
aHYL1 i DCL1. Korzystajac z metody dokowania molekularnego przewidzielismy, ktore reszty sg wazne dla
interakcji migdzy SE i HYL1/DCL1. Korzystajac z tych informacji, stworzymy rosliny transgeniczne, w
ktorych powstaje SE niezdolne do interakcji z HYL1/DCL1 i sprawdzimy wydajnos$¢ biogenezy miRNA w
tych roslinach. Ponadto sprawdzimy jaka role odgrywa ostatnie 27 wysoce zakonserwowanych aminokwasow
SE dla struktury drugorzedowej prekursora miRNA i oddziatywan z innymi biatkami. W trzeciej czesci
projektu planujemy sprawdzi¢ role oddzialywania SE i THO/TREX dla biogenezy miRNA, a takze w
stabilizacji struktury drugorzedowej prekursoréw miRNA.



