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Celem niniejszego projektu jest wyjasnienie przebiegu jednego ze slabiej opisanych etapoéw biogenezy
mikroRNA (miRNA) u ro$lin — procesu rozplatania dwuniciowego dupleksu miRNA/miRNA* oraz
formowania kompleksu wyciszajacego indukowanego przez RNA (RISC).

MiRNA to krotkie, zwykle 19-24 nukleotydowe czasteczki RNA, ktore reguluja powstawanie biatek
na etapie transkrypcyjnym i potranksrypcyjnym. Geny kodujagce miRNA transkrybowane sg przez RNA
polimeraze II. W wyniku jej dziatania powstaje pierwotny transkrypt (pri-miRNA), ktory zawiera strukture
spinki do wlosow. To wtasnie w jej trzonie znajduje si¢ dupleks miRNA/miRNA*, ktory wycinany jest z pri-
miRNA w dwoch reakcjach cigecia przez enzym DICER LIKE1 (DCL1). Uwolniony dupleks jest
metylowany, by zapobiec degradacji czagsteczki. Przez lata sadzono, ze metylowany dupleks
miRNA/miRNA* jest nastgpnie transportowany przez biatko HASTY z jadra do cytoplazmy. Tam jedna z
nici dupleksu zostaje zatadowana na biatko ARGONAUTEI (AGO1), ktore stanowi rdzen kompleksu RISC.
Najnowsze doniesienia pokazuja jednak wystepowanie alternatywnego szlaku transportu dupleksu oraz
formowania RISC. AGOL jest bowiem zdolne do przemieszczania si¢ do jadra komorkowego, gdzie jedna z
nici dupleksu zostaje na to biatlo zaladowana. Nastgpnie obie czgsteczki opuszczaja jadro w formie
kompleksu AGO1:miRNA. Chociaz doniesienia te rzucity nowe $wiatlo na proces formowania kompleksu
RISC, mechanizm ladowania miRNA na AGOIl nadal pozostaje niejasny. W niniejszym projekcie
proponujemy model, w ktorym helikaza DRH1 rozplata dupleks miRNA/miRNA*, pomagajac w
tadowaniu dojrzatej czgsteczki miRNA na AGOI1, oraz ulatwia eksport kompleksu AGO1:miRNA do
cytoplazmy. Helikaza DRH1 nalezy do rodziny DEAD-box. Rodzina ta swojg nazwe zawdzigcza wysoce
konserwatywnej sekwencji czterech aminokwaséw w motywie Il biatek, ktorych jednoliterowe oznaczenia
tworzg skrot DEAD. DRHI jest zaangazowane w biogenez¢ rRNA, eksport mRNA oraz kontrolg jakosSci
mRNA, zwang NMD (ang. Nonsense-Mediated-Decay). Nasze wyniki wst¢pne wykazaly wyst¢powanie
bezposredniej interakcji pomiedzy DRH1 i AGOI, pozwalajac wysnu¢ hipotez¢ o udziale helikazy w
formowaniu kompleksu RISC. Eksperymenty zaplanowane w niniejszym projekcie majg na celu weryfikacje
tego zalozenia.

W ramach niniejszego projektu zamierzamy sprawdzi¢ zaangazowanie helikazy DRH1 w rozplatanie
dupleksu miRNA/miRNA* oraz eksport kompleksu AGO1:miRNA do cytoplazmy. Po pierwsze planujemy
zbada¢ rozktad dojrzatych czasteczek miRNA oraz miRNA* w jadrze i cytoplazmie za pomocg
wysokoprzepustowego sekwencjonowania matych RNA (sRNA). Eksperyment ten pozwoli nam zbadaé
udziat DRH1 w transporcie miRNA. Ponadto, planujemy sprawdzi¢ lokalizacje komorkowa biatka AGO1 w
mutancie helikazowym za pomocg immunolokaliazji i Western blot. Zastosowane podej$cie umozliwi nam
okreslenie funkcji helikazy w transporcie kompleksu AGO1:miRNA z jadra do cytoplazmy. Ponadto, aby
zbada¢ rolg DRHI w rozplataniu dupleksow zamierzamy przeprowadzi¢ sekwencjonowanie sRNA
zwigzanych z AGO1 z dwoch przedziatdw komorkowych (jadra i cytoplazmy) w mutancie helikazowym.
Dodatkowo, udziat DRH1 w rozplataniu duplekséw oraz formowaniu RISC planujemy sprawdzi¢ za pomoca
roznicowej migracji w zelu poliakrylamidowym (EMSA).

Realizacja niniejszego projektu pozwoli na poszerzenie naszej wiedzy o jednym z podstawowych
procesoOw zachodzacych w komorkach eukariontow. Ponadto, zebrane dane umozliwig charakterystyke
mechanizmu dziatania stabo opisanej helikazy DRH1.



