Sprawne i odpowiednio regulowane mechanizmy ekspresji genéw lezg u podstaw prawidtowego
funkcjonowania kazdej zywej komorki, a wszelkie zburzenia tych procesow prowadzg do wystepowania
szeregu zaburzen, w tym chorob nowotworowych u ludzi. Transkrypcja jest szczeg6lnie waznym elementem
regulujacym ekspresje genow, poniewaz prowadzi do wytworzenia czasteczek RNA na bazie informacji
genetycznej zawartej w DNA. To wlasnie na matrycy informacyjnego mRNA syntetyzowane sa wszystkie
biatka w komorce, zardbwno budujgce samg komorke, jak i enzymy i czynniki, ktére przeprowadzajg procesy,
utrzymujace komorke przy zyciu. Synteza mRNA kodujacych bialka, a takze wielu niekodujagcych RNA
o waznych funkcjach komorkowych, przeprowadzana jest przez polimeraz¢ RNA II, ktdrej aktywnos¢ jest
regulowana przez szereg biatek pomocniczych. Nowopowstajace czasteczki RNA ulegaja tez modyfikacjom
i obrobcee, ktore sa kluczowe dla ich funkcji. Ta ztozona regulacja zapewnia dostosowanie transkrypcji
do biezacych potrzeb komorki, a takze umozliwia dynamiczne zmiany ekspresji genéw w odpowiedzi
na warunki zewngtrzne.

Od dawna wiadomo, ze komorki organizujg wiele swoich reakcji biochemicznych w przedziatach
komdrkowych, peligcych okreslone funkcje. Sg to nie tylko dobrze znane przedzialy ograniczone blong
komoérkowa, takie jak organelle komoérkowe, m.in. jadro komorkowe, mitochondria, chloroplasty,
ale rowniez przestrzenie nicobtonione, ktére nie sa oddzielone od wnetrza komoérki zadng fizyczng bariers.
Niedawne badania wykazaty, ze wiele z tych nieblonowych przedzialow powstaje w wyniku rozdziatu faz
na drodze mechanizmu, ktory okre$la si¢ mianem separacji faz ciecz-ciecz (ang. liquid-liquid phase
separation, LLPS). Zjawisko LLPS umozliwia organizacj¢ czynnikow biorgcych udzial w poszczegdlnych
procesach komorkowych w skupiska, tzw. kondensaty. Fizyczna blisko$¢ czynnikoéw wchodzacych w sktad
takiego kondensatu umozliwia sprawne i odpowiednio kontrolowane przeprowadzenie wielu reakcji
biochemicznych czy procesow. Wiadomo tez, ze sktad kompleksu transkrypcyjnego polimerazy RNA 11
zmienia si¢ dynamicznie na roznych etapach transkrypcji, co rowniez jest wspomagane przez LLPS.

Eksperymenty zaplanowane w projekcie majg na celu zbadanie mechanizméw regulujgcych
prawidlowe dziatanie procesu transkrypcji w modelowym organizmie roslinnym Arabidopsis thaliana,
ze szczegOlnym naciskiem na okreslenie roli procesu LLPS. Do przeprowadzenia badan wytypowalismy
biatko XRN3 zaangazowane w transkrypcje, a takze powigzane z nim funkcjonalnie DXO1 i RSAI1, ktore
posiadaja udokumentowane lub przewidywane wilasciwosci formowania kondensatow. Posiadamy mutanty
Arabidopsis pozbawione ekspresji lub z obnizonym poziomem wymienionych biatek i planujemy zbadac
te linie z zastosowaniem zintegrowanych technik sekwencjonowania nowej generacji (m. in. BRB-Seq, ChIP-
Seq, RIP-Seq, NET-Seq), ktéore pozwolg na okresleniec globalnego wpltywu badanych biatek
na transkrypcje, a takze na strukture produkowanych czgsteczek RNA. Zbadamy réwniez mechanistyczne
podstawy transkrypcyjnej funkcji XRN3, DXO1 i RSA1 poprzez analizy in vitro i in vivo tworzenia
kondensatow na drodze LLPS. Planujemy rowniez opisa¢ wplyw warunkow zewngtrznych na transkrypcyjna
funkcje badanych biatek i formowanie kondensatow, a takze zidentyfikowa¢ modyfikacje post-translacyjne
mogace posredniczy¢ w tej reakcji.

Otrzymane wyniki pozwola szczegdélowo opisac¢ funkcje bialek XRN3, DXO1 i RSA1 w regulacji
transkrypcji i okresli¢ role zjawiska LLPS w tym procesie, a tym samym znaczgco poszerza obecny stan
wiedzy na temat najbardziej podstawowych zjawisk lezacych u podtoza funkcjonowania zywych komorek.

Inicjacja Elongacja Terminacja _ _ , )
= Badanie udziatu XRN3, DXO1 i RSA1 w transkrypcji

— = T = T = - = |dentyfikacja czynnikéw oddziatujgcych z XRN3, DXO1 and RSA1
7(;[J / = Whptyw zjawiska LLPS na regulacje transkrypcji
m
g @@ % @ = Udziat modyfikacji post-translacyjnych XRN3, DXO1 and RSA1
AAAAA = Kondensaty transkrypcyjne w odpowiedzi rosliny na stres
m’G
m’G



