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Celem projektu jest wyjasnienie, w jaki sposob czasteczki mikroRNA (miRNA) powstaja z czasteczek RNA,
nazywanych prekursorowymi, u roslin. Dokona¢ tego zamierzam przede wszystkim przy pomocy technik
biologii strukturalnej, a wigc takich, ktore pozwalaja na stworzenie modelu trojwymiarowej struktury badane;j
czasteczki lub kompleksu zlozonego z czasteczek. Niektore z tych technik umozliwiajg rowniez zbadanie

dynamiki czasteczek, czyli ich ruchéw oraz zmian struktury, wynikajacych z elastycznos$ci czasteczek.

Pierwsza prekursorowa czasteczka RNA, powstajaca w drodze transkrypcji genu miRNA, jest pri-miRNA. Na
skutek przecigcia powstaje z niej pre-miRNA. Dwa lub wiecej kolejnych cig¢ jest koniecznych, aby uwolnié¢
z pre-miRNA dojrzate miRNA. Cig¢¢ tych dokonuje biatko DCL1, aby jednak zachodzity w odpowiednich
miejscach w obrgbie RNA, niezbedna jest pomoc biatka HYL1 oraz biatka SERRATE. Trzy wymienione
biatka oraz prekursorowe RNA fizycznie ze sobg oddziatujg i tworzg kompleks odpowiedzialny za biogenezg
mMiRNA u ro$liny, ktora zostanie wykorzystana jako model badawczy — rozdkiewnika pospolitego
(Arabidopsis thaliana). Gtowna hipoteza badawcza lezaca u podstaw projektu zaktada, ze biatka HYL1 oraz
SERRATE, dzigki przytaczaniu si¢ do charakterystycznych elementéw w strukturze RNA, tworza rodzaj
rusztowania dla biatka DCL1, naprowadzajac je na odpowiednie miejsca cigcia w obrgbie prekursorowego
RNA. Aby ja sprawdzi¢, postuze si¢ w pierwszej kolejnosci pomiarem matokatowego rozpraszania promieni
rentgenowskich (SAXS) przez czasteczki lub ich kompleksy obecne w roztworze. Otrzymany wzor
rozpraszania pozwala uzyska¢ kilka istotnych informacji, min. oszacowac wielkos$¢ i stopien elastycznosci
badanego obiektu (czasteczki lub kompleksu) oraz liczbe sktadnikow tworzacych kompleks. Na podstawie
Wzoru rozpraszania stworzy¢ mozna trojwymiarowy model struktury badanego obiektu o niskiej
rozdzielczosci. Oczekuje, iz metoda SAXS pozwoli stwierdzi¢, ile kopii biatek HYL1 oraz SERRATE
przytacza si¢ do czasteczki prekursora miRNA oraz w ktorych jego miejscach. Metoda ta szczeg6lnie dobrze

nadaje si¢ takze do badania zmian struktury czasteczek.

Aby doda¢ wiarygodnosci wynikom otrzymanym dzigki wyzej opisanym pomiarom, zamierzam
przeprowadzi¢ eksperymenty biochemiczne, zwane ,,odciskiem palca” lub ,,odciskiem stopy”. Pozwalaja one
stwierdzi¢, ktore rejony RNA chronione sg przez przylaczone do nich biatko przed dziataniem enzymow.
Podejmg takze proby otrzymania komplekséw zbudowanych z prekursora miRNA oraz wymienionych biatek
w formie krysztatu. Dzigki temu mozliwe byloby stworzenie modelu o rozdzielczosci pozwalajacej na
rozroznienie pojedynczych atomow, a wigc zbadanie architektury kompleksow z bardzo duzym stopniem

szczegbtowosei. Uzyskanie takiego krysztatu jest jednak bardzo wymagajacym zadaniem.

Wyniki badan obejmowanych przez projekt pozwola lepiej zrozumie¢ podstawy jednego z najwazniejszych
dla ro$lin procesow regulujacych ekspresje genéw, a wigc poziom RNA i biatek. Moga pomoc wyjasnic, skad
biorg si¢ niektore nieprawidlowosci tego procesu. Niewykluczone, ze dostarcza wiedzy o tym, jak wptywaé

na powstawanie i dziatanie czasteczek miRNA.

Kompleks odpowiedzialny za powstawanie miRNA wykonuje ztozone zadanie, prawie nie popelniajac przy
tym btedow. Robi to w dynamicznym $rodowisku, w ktorym wszystkie czasteczki wykonujg przypadkowe
ruchy. Zrozumienie, jak jest to mozliwe, wzbogaci nasza wiedz¢ na temat fizycznych i chemicznych podstaw
funkcjonowania komoérki. Moze takze wspomoéc nanotechnologie w projektowaniu i tworzeniu maszyn

molekularnych, wykonujacych zadane przez nas zadania.



