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MicroRNA (miRNA) sa to krotkie czasteczki RNA zaangazowane w regulacje ekspresji wielu
genow. Transkrybowane sg przez RNA Polimeraze II jako pri-miRNA, ktére nastgpnie ulegaja
przeksztatceniu w dojrzate miRNA przy pomocy wielo-biatkowego kompleksu zwanego Mikroprocesorem.
Roslinny kompleks biogenezy miRNA sktada si¢ z endorybonukleazy DICER-LIKE 1 (DCL1) oraz wielu
innych biatek, w tym z biatka SERRATE i HYPONASTIC LEAVES 1 (HYL1). W naszym laboratorium
zostala potwierdzona rola SERRATE w biogenezie miRNA. W komorkach mutanta se-1 zaobserwowano
podwyzszenie poziomu pri-miRNA oraz obnizenie ilo$ci dojrzatego miRNA. Poza tym zbadano takze udziat
SERRATE w alternatywnym splicingu. Wykorzystujac metod¢ hybrydyzacji FISH (Fluorescence in situ
Hybridization) odkrylismy ciata jadrowe, ktore sg miejscem gromadzenia prekursoréw miRNA163. Nasze
dotychczasowe badania potwierdzity rowniez, ze odkryte ciata nie sg strukturami D (and. Dicing bodies, D-
bodies), w ktorych gromadza si¢ biatka DCL1, SERRATE, HYL1. Potwierdzilismy takze brak kolokalizacji
miRNA z biatkiem U2B”, ktore specyficznie akumuluje si¢ w ciatach Cajala (CB).

Celem projektu jest opisanie kolejnych komponentéw znajdujacych si¢ w odkrytych przez nas
ciatach jadrowych zawierajagcych pri-miRNA163. Skupimy si¢ roéwniez na wyjasnieniu ich roli
w transkrypcji, splicingu oraz degradacji miRNA. W tym celu przeprowadzimy hybrydyzacj¢ miRNA razem
z immunolokalizacjg pozostatych komponentow Dicing bodies: SERRATE oraz DCL1. Zbadamy takze
zmian¢ w liczbie ciat jadrowych w mutantach hyl1, se-1, se-2, dcl1-7, aby okresli¢ czy te biatka majg wptyw
na powstawanie struktur z pri-miRNA163. Wczesniejsze wyniki wskazuja, ze struktury jadrowe z pri-
miRNA nie sg ciatami Cajala. W mutancie pcb-1 (nadekspresja koiliny) odkryli$my jednak zmiang
w lokalizacji pri-miRNAL63, ktory gromadzi si¢ na peryferiach jaderka. Dlatego przeprowadzimy podobne
hybrydyzacje takze w innych mutantach koiliny: pch-2 oraz nch, aby zbada¢ zwiazek odkrytych ciat z CB.
Poza tym w projekcie skupimy si¢ na analizie innych ciat jadrowych zwigzanych ze splicingiem: nuclear
speckles oraz paraspeckles, aby odnalez¢ podobienstwo pomiedzy tymi ciatami, a strukturami znalezionymi
przez nas.

Analiza roli ciat zawierajacych pri-miRNA163 w transkrypcji miRNA oparta b¢dzie na hybrydyzacji
miRNA z immunolokalizacja RNA Polimerazy Il aktywnej transkrypcyjnie: fosforyzowanej na Serynie 5
w domenie CTD i Serynie 2 w domenie CTD. Zahamujemy roéwniez transkrypcje za pomocg a-ammanityny
i ocenimy wplyw tej inhibicji na liczb¢ cial, w ktorych gromadza si¢ prekursory pri-miRNA.
Przeprowadzimy réwniez hybrydyzacje miRNA w mutantach podjednostek Mediatora: med3, med5, med?7,
med9, med17 and med18 oraz med20a. Mediator jest biatkowym kompleksem zaangazowanym w rekrutacje
Pol 11 do promotora w czasie inicjacji transkrypcji.

Kolejnym punktem projektu bedzie opisanie roli odkrytych ciat jadrowych w splicingu pri-miRNA.
W tym celu wykonamy hybrydyzacje miRNA z lokalizacja bialek zaangazowanych w splicing. Zbadamy
takze wplyw inhibicji splicingu na powstawanie tych struktur. W tym celu zastosujemy herboksydyne
1 staurosporyng. Przeprowadzimy takze lokalizacj¢ miRNA w mutantach biatek SR: rs31-1, sr34-1, sr35-1,
sr45-1, sc130a-1 i ocenimy zmiany w ilosci i morfologii powstatych ciat jadrowych.

Poza transkrypcja i splicingiem zanalizujemy role odkrytych struktur zawierajacych prekursory
miRNA163 w degradacji pri-miRNA i/lub jego fragmentow. W tym celu zlokalizujemy biatka zwiagzanych
z degradacja RNA, takie jak biatka kompleksu usuwajacego czapeczke na koncu 5°, biatka kompleksu
Egzosomu i NEXT. Kompleks Egzosomu degraduje RNA od konca 3’ i rekrutowany jest do czasteczki RNA
poprzez kompleks NEXT. W projekcie zbadamy zmiang w lokalizacji pri-miRNA w mutantach z zaburzong
degradacjg RNA: xrn2-3, xrn3-3, xrn4-3, dcpl, hen2.

W dotychczasowych badaniach zlokalizowaliSmy pri-miRNA163 oraz forme dojrzala miRNA163.
W tym projekcie chcemy zbada¢ lokalizacje takze innych czgsteczek pri-miRNA. Naszg uwage skupimy na
pri-miRNA156a, pri-miRNA158a i pri-miRNA160a, ktorych struktura jest podobna do pri-miRNA163 oraz
miRNA157a i pri-165 nie posiadajgce intronu.

Wyniki doswiadczen pozwolg okresli¢ role odkrytych ciat jadrowych zawierajacych pri-miRNAL163
w transkrypcji, splicingu oraz degradacji miRNA. Poszerza takze wiedze¢ na temat biogenezy miRNA
w komorkach roslinnych.



