Obrazowanie szlaku biogenezy miRNA i komérkowej lokalizacji reagentdw technologii interferencji RNA
Regulacja ekspresji gendbw moze przebiega¢ na wielu etapach. Pierwszym z nich jest regulacja aktywnosci
transkrypcyjnej gendéw poprzez sekwencje regulatorowe, kolejne etapy obejmujg regulacje potranskrypcyjnej obrobki
pierwotnego transkryptu, blokowanie translacji, wzmozong degradacje transkryptu czy selektywng aktywacje lub
dezaktywacje biatek. Bardzo waznym etapem regulacji na poziomie mRNA jest mechanizm interferencji RNA w ramach
ktérego krotkie, okoto 20 nukleotydowe, czasteczki RNA zwane mikroRNA (miRNA) oddziatujg z transkryptem
prowadzac do inhibicji translacji poprzez degradacje mRNA lub niezaleznie od nig;j.

Czasteczki miRNA powstajg w kilkuetapowym procesie biogenezy miRNA w ktéry zaangazowanych jest wiele biatek.
Pierwotny transkrypt miRNA (pri-miRNA) podlega cieciu przez RNaze Drosha
na terenie jadra komdrkowego. Produkt ciecia, okoto 60 nt prekursor pre-

endogenous

e M o mMiRNA, jest eksportowany z wykorzystaniem eksportyny-5 do cytoplazmy. W
\ | / cytoplazmie pre-miRNA podlega drugiemu etapowi obrébki, w ktory
B orotoin zaangazowana jest RNaza Dicer, ktora docina pre-miRNA do dwuciniowego
overexpressed P xpressed miRNA/mMiRNA* dlugosci okoto 20 nt. Dojrzale miRNA wigczone do

N kompleksu miRISC oddziatuja z docelowymi transkryptami.
4 Naturalny szlak biogenezy miRNA zostat wykorzystany w technologii
synthetic interferencji RNA (RNAI) do selektywnej regulacji ekspresji genéw zaréwno w
PemRNA TN |y, badaniach podstawowych w celu poznania funkcji gendw, jak réwniez w
R projektowaniu terapii genowej. W technologii RNAI wykorzystywane sg rézne
typy reagentow, siRNA odpowiadajace miRNA, shRNA - pre-miRNA i sh-

mature MiRNA - pri-miRNA.

miRNA

W celu lepszego poznania procesu biogenezy miRNA oraz technologii
interferencji RNA wykorzystamy w projekcie metody mikroskopowe dodajac do
aktualnego stanu wiedzy aspekt lokalizacyjny oraz dynamiczny dwaéch gtéwnych etapéw biogenezy miRNA: ciecia przez
RNase Drosha w obrebie nukleoplazmy oraz ciecia przez RNase Dicer w cytoplazmie.

Zdobyta w projekcie wiedza pozwoli udzieli¢ odpowiedzi na pytania: Gdzie lokalizujg prekursory miRNA? W jakim
stopniu prekursory miRNA sg rozpoznawane przez biatka biogenezy miRNA? Jaki wptyw na lokalizacje i procesing ma
struktura prekursoréw miRNA? Jaki wptyw na lokalizacje ma poziom ekspresji prekursorow miRNA? Jaki wptyw na
lokalizacje i rozpoznawanie przez biatka biogenezy miRNA ma sposob wprowadzania czasteczek pre-miRNA i sShRNA
do komoérek? Jakie sg réznice w lokalizacji komoérkowej miedzy endogennymi prekursorami miRNA a ich egzogennymi
odpowiednikami z technologii interferencji RNA? Odpowiedzi na te pytania pozwolg na lepsze zrozumienie procesu
biogenezy miRNA. Projekt dostarczy réwniez nowych narzedzi eksperymentalnych i bioinformatycznych do badan nad
biogeneza miRNA oraz technologig interferencji RNA. W dalszej perspektywie informacje dotyczace struktury i ekspresji
prekursorbw miRNA oraz egzogennych shRNA i sh-miRNA mogg przyczyni¢ sie do dalszego rozwoju technologii
interferencji RNA i bardziej racjonalnego projektowania reagentow w podej$ciach terapeutycznych.



