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Celem rozprawy doktorskiej jest scharakteryzowanie biatka MTA (m6A metylo-transferazy)
Arabidopsis thaliana jako potencjalnego regulatora biogenezy mikroRNA.

Arabidopsis thaliana, jako organizm modelowy, wykorzystywana jest w celu zrozumienia wielu
biologicznych procesoéw, ktore wptywaja na rozwoj i wzrost roslin. Wyniki badan przeprowadzone na tej
ro§linie znajduja zastosowanie dla wielu innych gatunkow roslin oraz przyczynily si¢ do poprawy
wilasciwosci roslin uzytkowych. Niejednokrotnie uzyskane wyniki badan pomoglty w zrozumieniu
procesow biologicznych zachodzacych u ludzi, a tym samym umocnity Arabidopsis thaliana jako
organizm modelowy do badania podstawowych szlakéw metabolicznych.

MikroRNA (miRNA) sa krotkimi (~ 21 nukleotydow) czasteczkami RNA, ktore specyficznie
obnizaja poziom ekspresji docelowych mRNA. Wieloletnie badania prowadzone na Arabidopsis,
udowodnity, ze mikroRNA sa fundamentalnymi elementami regulacji ekspresji genoéw, a ich deregulacja
prowadzi do zaburzef rozwojowych organizmu. Metylacja mA jest wazng modyfikacja epigenetyczna,
ktéra wpltywa na poziom ekspresji mRNA u ro$lin. Dodatkowo wiadomo, ze w komorkach ludzkich
modyfikacja ta wptywa pozytywnie na dojrzewanie prekursoréw mikroRNA. Jednakze obecnie nic nie
wiadomo na temat roli metylacji m°A w biogenezie mikroRNA ro$lin. Glownym celem projektu jest
zrozumienie roli biatka MTA oraz modyfikacji m°A w dojrzewaniu prekursoréw mikroRNA
roslin. W celu sprawdzenia wptywu biatka MTA i modyfikacji m®A na biogeneze mikroRNA
porownalem poziom ekspresji wszystkich dojrzatych czasteczek mikroRNA miedzy roslinami
posiadajacymi niski poziom ekspresji biatka MTA (mutant mta) oraz roslinami typu dzikiego. Odkrytem,
ze poziom ekspresji 60 mikroRNA jest zmieniony w mutancie mta, w tym obnizony w przypadku 51
mikroRNA. Jednocze$nie zaobserwowatem, ze poziom ekspresji dla 85 pri-miRNA jest zmieniony
w mutancie mta w porownaniu do roslin typu dzikiego. Sposrod istotnie zmienionych pri-miRNA poziom
ekspresji dla 56 (~66%) byt wyzszy w mutancie mta. Uzyskane wyniki pozwolily na wytypowanie 20
gené6w MIkroRNA, ktorych prekursor akumulowat si¢, a poziom dojrzatej czasteczki mikroRNA byt
obnizony. Nastepnie w celu identyfikacji pri-miRNA, ktore posiadajag modyfikacje m°PA wykonatem
wysoko przepustowy eksperyment typu m6A-1P-seq (ang. m6A Immunoprecipitation sequencing).
Analiza wynikéw sekwencjonowania wykazata, ze wszystkie zidentyfikowane pri-miRNA (11) posiadaja
modyfikacje m6A. Dodatkowo w ramach rozprawy doktorskiej odkrytem, ze biatko MTA oddziatuje
in vivo z bialkiem TOUGH (TGH), biatkiem wigzagcym RNA i pelnigcym wazng funkcje w biogenezie
roslinnych mikroRNA.

W celu doglebnego zbadania wptywu modyfikacji m6A na biogeneze mikroRNA wykonam
nastepujgce eksperymenty: RIP-seq (ang. RNA Immunoprecipitation-sequencing) oraz iCLIP (ang.
Individual-nucleotide resolution UV crosslinking and immunoprecipitation) w celu identyfikacji miejsca
wigzania MTA do modyfikowanych czasteczek RNA. Dodatkowo zastosuje technike ACMS (ang.
Affinity Capture Mass Spectroscopy) W celu poznania partneréw biatkowych oddziatujacych z MTA.
W celu globalnej identyfikacji loci zwiazanych z biatkiem MTA i TGH wykonam eksperymenty
immunoprecypitacji chromatyny (ChIP-seq, ang. Chromatin Immunoprecipitation-sequencing).

Otrzymane wyniki w ramach realizacji rozprawy doktorskiej wyjasnia role biatka MTA
w biogenezie mikroRNA oraz poszerza nasza wiedz¢ na temat kontroli epigenetycznej ekspresji
mikroRNA poprzez metylacje m°A RNA. Realizacja tego projektu w ramach rozprawy doktorskiej
umozliwi dokladne poznanie szlaku biogenezy mikroRNA, a przez to regulacji rozwoju roslin, co jest
kluczowe dla spoteczenstwa i naszej cywilizacji.



