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Oprocz kanonicznych rybonukleotydow — adeniny, uracylu, guaniny i cytydyny — w sekwencjach RNA
spotka¢ mozna takze ich chemicznie zmodyfikowane warianty. Obecnie opisanych jest ponad 170
modyfikacji RNA, z ktorych pierwsza opisang byta pseudourydyna (V). Z chemicznego punktu
widzenia, pseudourydyna jest izomerem kanonicznej urydyny. Reakcja izomeryzacji katalizowana jest
przez enzymy zwane syntazami pseudourydyny (ang. pseudouridine synthases, PUS), ktore dzialaja
samodzielnie lub w rybonukleoproteinowym kompleksie ze specyficznym snoRNA (ang. small
nucleolar RNA, mate jaderkowe RNA) oraz innymi biatkami pomocniczymi.

Rola pseudourydyny zostata dos¢ doktadnie przebadana w takich klasach RNA jak tRNA (transportujace
RNA), rRNA (rybosomalne RNA) czy snRNA (ang. small nuclear RNA, mate jadrowe RNA), gdzie
wystepuje ona w do$¢ duzych ilo$ciach. Niestety, ograniczenia technologiczne nie pozwalaty na
wykrycie obecno$ci ¥ w mRNA (ang. Messenger RNA, informacyjne RNA) czy w matlych
niekodujacych RNA, takich jak mikro RNA (miRNA). Obserwowany w ostatnich latach gwattowny
rozw06j wysokoprzepustowych technik sekwencjonowania nowej generacji pozwala na ponowne
zainteresowanie si¢ modyfikacjami RNA, w tym Y. Mozliwe bylo wykrycie obecnosci pseudourydyny
w mRNA drozdzy, zwierzat oraz ro$lin, gdzie prawdopodobnie zaangazowana jest ona w transport i
ochrone przed degradacja transkryptow, a takze w regulacje splicingu. Udalo si¢ takze zidentyfikowaé
pseudourydyng w wybranych sekwencjach miRNA zwierzat oraz roélin, a takze, czgéciowo, w ich
czasteczkach prekursorowych.

Mikro RNA to najbardziej powszechna klasa matych, niekodujacych RNA. Znalez¢ mozna je we
wszystkich komoérkach eukariotycznych, gdzie sa jednymi z gtéwnych regulatorow ekspresji genow.
Dziataja w kompleksie RISC (ang. RNA—induced silencing complex) razem z biatkami z rodziny
ARGONAUTE (AGO), blokujac translacj¢ badz przeprowadzajac endonukleotyczne cigcie
docelowych, komplementarnych transkryptow. Biogeneza czasteczek miRNA, zaréwno w komorkach
zwierzecych, jak i roslinnych, jest skomplikowanym, wieloetapowym procesem — geny MIR
transkrybowane sa przez RNA Polimeraze I jako czasteczki prekursorowe, pri-miRNA, ktore nastgpnie
ulegaja procesom obrobki i dojrzewania do pre—miRNA i, ostatecznie, dojrzatego miRNA, ktoére moze
peti¢ swoja funkcje. Proces ten regulowany jest na wielu poziomach, a ostatnie doniesienia wskazuja
takze na to, iz w regulacje te zaangazowane sa takze modyfikacje RNA, takie jak N-6—metyloadenozyna
(mSA).

W tym projekcie, bedacym rownoczes$nie przedtuzeniem trwajacych juz badan o podobnej tematyce w
naszym laboratorium w Zaktadzie Ekspresji Genow Instytutu Biologii Molekularnej i Biotechnologii na
Uniwersytecie im. Adama Mickiewicza, celem bedzie ustalenie czy i w jaki sposéb pseudourydyna
wplywa na biogeneze oraz dzialanie roslinnych miRNA.

Aby to osiggna¢, zaplanowano serie¢ eksperymentdéw, ktore pozwolg na: 1) weryfikacje listy
pseudourydylowanych miRNA z zastosowaniem alternatywnej metody; 2) poznanie podstaw
mechanizmu pseudourydylacji roslinnych miRNA; 3) opisanie wptywu pseudourydyny na dojrzewanie
prekursor6w miRNA; 4) poznanie powigzan migdzy biatkami pseudourydylacji a sktadnikami
mikroprocesora; oraz 5) zrozumienie wptywu pseudourydyny oraz biatka PAUSED na transport matych
RNA migdzy komoérkami oraz kompartmentami komérkowymi.

Projekt pozwoli nie tylko na znaczace wzbogacenie poziomu wiedzy z rosnacej dziedziny
epitranskryptomiki, ale takze na odkrycie nowych pozioméw regulacji biogenezy oraz dzialania
miRNA.



