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Wykaz stosowanych skrotéw

A — angstrom, jednostka dtugosci réwna 10720 m
aa — aminokwas (ang. aminoacid)
AGO - biatko Argonaute (ang. Argonaute)

BLAST — narzedzie do poszukiwania lokalnego
podobienstwa sekwencji (ang. basic local
alignment search tool)

c¢cDNA — DNA komplementarny do mRNA (ang.
complementary DNA)

DCL — biatko typu Dicer (ang. Dicer - like protein)

DRB — biatko wigzace dsRNA (ang. dsRNA binding
protein)

dsRBD — domena wigzgca dsRNA (ang. dsRNA
binding domain)

dsRNA — dwuniciowy RNA (ang. double - stranded
RNA)

DUF — domena o nieznanej funkcji (ang. domain of
unknown function)

hc-siRNA - heterochromatynowe mate
interferujgce RNA (ang. heterochromatic siRNA)

IncRNA — dtugi niekodujacy RNA (ang. long non -
coding RNA)

MD - Dynamika molekularna (ang. Molecular
Dynamic)

MSA - przyrownanie wielu sekwencji (ang.
Multiple Sequence Alignment)

mRNA — RNA informacyjny (ang. messenger RNA)
miRNA — mikroRNA (ang. microRNA)

nat-siRNA — mate interferujagce RNA pochodzacy z
naturalnych transkryptow antysensownych (ang.
natural antisense transcript siRNA)

ncRNA - niekodujgce RNA ( ang. non - coding
RNA)

NMA - analiza drgan normalnych (Normal Mode
Analysis)
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PCA - analiza gtéwnych sktadowych (PCA, ang.
Principal Component Analysis)

PCR - tancuchowa reakcja polimerazy (ang.
polymerase chain reaction)

Pol — polimeraza RNA (ang. RNA polymerase)

pre- miRNA — prekursor miRNA (ang. precursor
miRNA)

pri-miRNA — pierwotny prekursor miRNA (ang.
primary miRNA)

PTGS — potranskrypcyjne wyciszanie gendw (ang.
post - trans criptional gene silencing)

RdDM - metylacja DNA kierowana przez RNA
(ang. RNA - directed DNA methylation)
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RNA (ang. RNA induced silencing complex)
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RNAi — interferencja RNA (ang. RNA interference)
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coding RNA)
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regulatory RNA)
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TGS - transkrypcyjne wyciszanie gendw (ang.
transcriptional gene silencing)

vsiRNA — mate interferujgce RNA pochodzenia
wirusowego (ang. virus - derived siRNA)
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1. Wstep

1.1. Wprowadzenie

Harmonijny rozwdj kazdego zywego organizmu jest procesem niezwykle ztozonym,
wymagajacym ekspresji wielu genéw. Procesy w komérkach muszg zachodzi¢ réwnoczesnie
i bardzo szybko — wymaga to precyzyjnej synchronizacji ekspresji gendéw, zaréwno czasowej
jak i ilosciowej. Ekspresja gendw regulowana jest za pomocg wielu réznych biatkowych
czynnikdw transkrypcyjnych, przytaczajgcych sie do regionu promotorowego genu (Matsui
1980). Dzieki nim geny ulegajg transkrypcji, a nastepnie translacji co prowadzi do powstania
okreslonych biatek, niezbednych do prawidtowego funkcjonowania komérki na danym etapie
rozwoju. Niemalze przed 30 laty odkryto inny mechanizm regulacji ekspresji genédw okreslony
jako interferencja RNA (ang. RNA interference, RNAI), lub wyciszanie gendéw (ang. gene
silencing) (Napoli 1990, Fire 1998). Polega on gtdwnie na modyfikacji poziomu okreslonego
transkryptu (mRNA) przez hybrydyzujgca do niego czgsteczke RNA. Niewielkie rozmiary tychze
RNA (do 25 nt) oraz funkcja pozwalajg okresla¢ je wspdlnym mianem ,,matych regulatorowych
RNA” (ang. short regulatory RNA, srRNA). Przytgczenie srRNA do mRNA moze powodowadé
zablokowanie procesu translacji biatka lub tez uruchomié szlak degradacji mRNA — w obu
przypadkach efektem jest obnizenie poziomu produkcji okreslonego biatka. Regulacja
ekspresji genéw za pomocg czynnikéw biatkowych wymaga czasochtonnej biosyntezy biatek
regulatorowych. Ponadto biatkowe motywy wigzgce DNA rozpoznajg krdtkie sekwencje
w regionie promotorowym genu, ktére nie sg unikalne. Regulacja gendw na drodze RNAI
dziata bardzo szybko, gdyz nie wymaga translacji, a takze wykazuje ogromng specyficznos¢
wynikajgcg z komplementarnosci pojedynczej czgsteczki sSrRNA do mRNA o dtugosci ponad 20
nt. Niemal wszystkie organizmy wykorzystujg do regulacji ekspresji endogendw mechanizm
oparty na RNAi. Dodatkowo u roslin RNAi stanowi podstawe obrony przed infekujgcymi je
patogenami. Niniejszy rozdziat stanowi krétki przeglad literatury dotyczgcej zjawiska
potranskrypcyjnego wyciszania genéw, w szczegdlnosci zaangazowanych w ten proces matych

regulatorowych RNA oraz ich biogenezy.
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1.1.1. Odkrycie zjawiska RNAi

Juz w latach dwudziestych ubiegtego stulecia zaobserwowano, ze tyton zainfekowany
wirusem pierscieniowej plamistosci (ang. tobacco ringspot virus, TobRSV) wykazuje objawy
choroby jedynie w lisciach, ktére miaty bezposredni kontakt z wirusem, natomiast gérne,
miodsze liscie pozostajg zdrowe, a co wiecej — odporne na powtdrne zakazenie (Wingard
1928). Zjawisko to — zaobserwowane w przypadku bardzo wielu wiruséw i roslin przez nie
infekowanych — opisano jako odpornos¢ pochodzacg od patogenu (ang. pathogen-derived
resistance, PDR) (Lindbo 1992). Poczatkowo sgdzono, ze PDR wystepuje na poziomie biatka,
jednakze wprowadzenie do genomu rosliny jedynie fragmentu genu wirusowego (co nie
prowadzito do powstania petnego, poprawnie zwinietego biatka) rowniez skutecznie
przeciwdziatato infekcji. Wywnioskowano zatem, ze istnieje mechanizm rozpoznawania
i usuwania wirusowego RNA przez komodrke roslinng, a proces PDR nazwano RNA-zaleing
odpornoscig przeciwwirusowg (Covey 1997, Ratcliff 1997). Indukowane infekcjg wirusowg
wyciszenie genu (ang. Virus Induced Gene Silencing, VIGS), wystepuje dos¢ powszechnie

pomiedzy licznymi gatunkami roslin a infekujgcymi je wirusami (Poogin 2017, Prasad 2019).

W podobnym czasie odkryto u roslin zjawisko PTGS (ang. Post Transcriptional Gene
Silencing). W celu wzmocnienia intensywnosci koloru petunii wprowadzono do jej genomu
dodatkowg kopie genu syntazy chalkonowej. Zaskakujgcym efektem byto uzyskanie roslin
o znacznie stabszym kolorze, poniewaz dodatkowa kopia genu obnizyta ilos¢ biatka
powstajgcego z tego genu, zamiast jg podwyziszaé. Zjawisko to okreslono jako
wspotblokowanie (ang. co-supression) (Napoli, 1990). Podobny proces — nazwany ttumieniem
(ang. quelling) — zaobserwowano dla genu syntazy karotenoidéw u grzyba Neurospora crassa
(Cogoni, 1999). Eksperymenty rdéznych grup badawczych doprowadzity do odkrycia
podobnego zjawiska u wielu organizmdw, miedzy innymi: muszki owocowki (Jensen 1999),
pierwotniaka Paramecium (Ruiz 1998), nicienia Caenorhabditis elegans (Tabara 1999), oraz
ssakéw w tym cztowieka (Bahramian 1999) gdzie nazwano go interferencjg RNA — RNAI.
Procesy te okazaty sie na tyle zblizone w mechanizmie, ze obecnie u wszystkich organizméw
okresla sie je wspdlng nazwg wyciszania (lub interferencji) RNA (ang. RNA silencing). W 2006
roku Andrew Fire i Craig Mello za badania nad procesem RNAi u Ceanorhabditis elegance

otrzymali nagrode Nobla w dziedzinie medycyny i fizjologii.
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1.1.2. Mechanizm dziatania srRNA

Czynnikiem uruchamiajgcym wyciszanie gendw na drodze RNAi sg mate regulatorowe
RNA. Pochodzg one z prekursoréw posiadajgcych w swojej strukturze fragmenty dwuniciowe,
z ktérych jedno z biatek typu Dicer wycina dupleksy o dtugosci 20-24 nt. Krétkie fragmenty
dsRNA zostajg nastepnie przytaczone do biatka typu Argonaute (AGO), jednego ze sktadnikdw
kompleksu biatkowego RISC (ang. RNA-Induced Silencing Complex). W tym kompleksie —
zwanym takze Mikroprocesorem —dupleks rozplata sie. Jedna z jego nici (ang. guide) pozostaje
w kompleksie przytagczona do biatka AGO, jako wzorzec rozpoznania mRNA, druga natomiast
(ang. passenger) — odrzucona. Nastepnie RISC przytgcza sie do mRNA i w Sciezce prowadzacej
do degradacji mRNA jedno z biatek AGO (nalezgce do klasy RNaz typu V — nazywane réwniez
,Slicer”) przecina mRNA w miejscu hybrydyzacji srRNA. Ciecie jest bardzo specyficzne, gdyz
zachodzi doktadnie w potowie dtugosci srRNA, pomiedzy 10 a 11 nukleotydem (Elbashir 2001).
Nastepnie RISC oddysocjowuje i moze przytaczyc sie do kolejnej czgsteczki mRNA. Inng $ciezka,
ktérg moze zajs¢ wyciszanie jest represja translacji. Nie dochodzi wéwczas do rozciecia mRNA,
a jedynie do zablokowania dalszego procesu biogenezy biatka. Zwigzane z transkryptem srRNA
blokuje taczenie sie podjednostek rybosomu oraz przytgczenie kolejnych czynnikéw inicjacji
translacji. Jeszcze niedawno sgdzono, ze poziom komplementarnos$ci warunkuje mechanizm

indukowania sposobu represji genéw przez srRNA. Proces ten przedstawiono na Rys. 1.1

Dwuniciowe RNA

||Illlllllllulllll

SIRNA * "P

K B

l

Transkrypt docelowy

i Represja translacji
888 = T

Degradacja transkryptu

Rys. 1.1. Zmodyfikowany ogdlny schemat dziatania srRNA w procesie potranskrypcyjnego
wyciszania genow (Silva 2015).
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Sugeruje sie, ze srRNA o wysokim stopniu komplementarnosci dziatajg poprzez
degradacje ich transkryptédw docelowych natomiast te o nizszym stopniu komplementarnosci
poprzez represje translacji (Shabalina 2008). Chociaz jest to prawdg w przypadku modeli
zwierzecych, nie ma wyraznych dowodéw na taka sama korelacje u roslin (Brodersen 2009),
a mechanizm wyboru Sciezki wyciszania nadal pozostaje niejasny. Oprdcz powyzszych
mechanizmdéw prowadzacych do potranskrypcyjnego wyciszania genéw, mate regulatorowe
RNA mogg dziata¢ na wczesniejszym etapie i powodowac transkrypcyjne wyciszanie (ang.
transcriptional gene silencing, TGS) (Xie 2017, Bai 2018). Powstajgce w komdrce srRNA wraz
z biatkami AGO kierujg procesem metylacji DNA zaleznej od RNA. U roslin dotyczy to zwtaszcza

transpozondw i sekwencji repetytywnych.

1.2. Mate regulatorowe RNA u roslin

Mate regulatorowe RNA, to jednoniciowe czgsteczki RNA o wielkosci od 20 do 24
nukleotydéw. Endogenne pojawiajg sie w komdrkach w efekcie ekspresji kodujgcych je
endogendw, natomiast egzogenne —w odpowiedzi na infekcje patogenami lub na dwuniciowe
RNA wprowadzone metodami inzynierii genetycznej (Pagliarani 2019). Endogenne mate RNA
mozna podzielié¢ na kilka grup w oparciu o réznice w biogenezie i funkgcji. Ich $ciezki biogenezy
determinowane sg gtéwnie lokalizacja komédrkowg oraz pochodzeniem i strukturg
prekursoréw z ktdérych powstajg czgsteczki efektorowe. Powstajgce w jadrze komdrkowym
miRNA pochodzg z jednoniciowych prekursoréw o strukturze spinki do wioséw, natomiast
cytoplazmatyczne siRNA — z dtugich dwuniciowych RNA (dsRNA). Znane obecnie endogenne
siRNA nalezg w wiekszosci do jednej z trzech grup: (i) si-RNA dziatajgce w ,trans” - ta-siRNA;
(ii) siRNA zwigzane z heterochromatyng — ha-siRNA oraz (iii) naturalne siRNA — nat-siRNA
(Borges 2015). Mozna takze wyrdzni¢ egzogenne siRNA oraz ,sztuczne” siRNA. Zostang one

pokrétce opisane w kolejnych podrozdziatach.

1.2.1. miRNA

MikroRNA (miRNA) sg powszechne zaréwno u roslin jak i zwierzat. Pochodzg
z regionéw miedzygenowych lub intronéw. Powstajg w postaci prekursoréw pierwotnych (pri-
miRNA) w procesie transkrypcji prowadzonej przez polimeraze RNA Il (Chen 2009) a nastepnie
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ulegajg modyfikacjom potranskrypcyjnym obejmujgcym przytgczenie czapeczki 7-metylo-
guanozynowej na koricu 5’, poliadenylacje korica 3’. Mogg takze przechodzi¢ proces sktadania
(Xie 2005) lub alternatywnego sktadania (Szarzyriska 2009). Pri-miRNA przyjmujg czesto
skomplikowang organizacje struktury drugorzedowej, zawsze jednak zawierajg podstrukture
tzw. spinki do wtosow (ang. hairpin structure), ztozong z dwuniciowego trzonu i jednoniciowej
petli. We fragmentach helikalnych (trzon) zawarte sg ok. 21 nukleotydowe (nt) miRNA. Moga
one wystepowaé w 5' lub 3' ramieniu trzonu, zdarzajg sie takze wystepujgce w obu ramionach
jednego prekursora, lub tez dwa mIiRNA lezagce na tym samym ramieniu. Pomimo
uniwersalnosci procesu RNAI, u roslin i zwierzat istniejg rdznice, zarowno w biogenezie miRNA
jak i samej strukturze prekursoréw (Bologna 2013). Prekursory zwierzece miRNA s3 ok. 80
nukleotydowej dtugosci i dwa rdézne biatka — Drosha i Dicer — katalizujg kolejne reakcje
hydrolizy. Biatko Drosha w pierwszym etapie, zachodzagcym w jagdrze komdérkowym, uwalnia
pre-miRNA (Han 2006), z ktérego nastepnie w cytoplazmie Dicer uwalnia dupleks
miRNA/miRNA*. Roslinne prekursory miRNA sg czesto znacznie dtuzsze, do ponad 600 nt,
wykazujg duze zréznicowanie strukturalne i s rozcinane w jadrze komoérkowym przez biatko
typu Dicer 1 (ang Dicer-like proteinl, DCL1, Kurihara 2004) wedtug kilku mechanizméw,
w zaleznosci od kierunku obroébki i liczby cie¢, ostatecznie generujgc ok. 21-nt dupleks
miRNA/miRNA*. O odmiennosci systemdw roslinnego i zwierzecego $wiadczy takze fakt, iz
SiRNA ulegajace ekspresji w komérkach roslinnych nie powodujg wyciszenia w komérkach

zwierzecych (Chau 2007)

Niedawne badania biochemiczne pokazaty, Zze sposoby wycinania dupleksu
miRNA/miRNA* mogg by¢ zaréwno ewolucyjnie zachowane jak i stosunkowo niedawno
utworzone. Zaowocowato to powstaniem nowych koncepcji przebiegu procesu wycinania
dojrzatego miRNA z jego prekursora. Mechanizm definiowany jest kolejnoscig wykonywanych
ciec: pierwsze od strony trzonu (ang. base-to-loop) lub pierwsze od strony petli (ang. loop-to-
base) (Rys. 1.2). Kolejny element okreslajgcy mechanizm powstawania miRNA stanowi liczba
cie¢ niezbedna do osiggniecia jednego z koicéw miRNA: jedno ciecie to mechanizm ,short”
(zachowane ewolucyjnie), wiecej niz jedno — ,long” (ewolucyjnie nowsze) (Bologna 2013).
Badania in silico drugorzedowych struktur wielu prekursoréw miRNA, wskazujg mozliwos¢
wystepowania motywdéw sekwencyjnych i strukturalnych w rejonach otaczajgcych dupleks

miRNA:miRNA*. Przypuszcza sie, Zze motywy te mogg byc¢ rozpoznawane przez Mikroprocesor
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(Miskiewicz 2017). Wspiera to hipoteze o dwdch mechanizmach w zaleznosci od potozenia

pierwszego ciecia oraz o ewolucyjnym zachowaniu mechanizmu ,short”.

Kierunek , base-to-loop” Kierunek ,,loop-to-base”

{ )

5 — 3 5 3
@ Pierwsze cigcie DCL1
@ Drugie cigcie DCL1

Rys. 1.2. Mechanizm wycinania miRNA z ich prekursoréw u roslin.

W 2010 roku ukazaty sie prace pokazujgce zalezno$¢ pomiedzy strukturami
drugorzedowymi niektéorych  roslinnych  pri-miRNA poza regionem definiujgcym
miRNA:miRNA* a dziataniem dojrzatego miRNA. Natywny, zawierajgcy zaburzenia struktury,
prekursor powodowat znacznie wiekszy efekt wyciszajgcy miRNA niz prekursor takiego
samego miRNA o catkowicie sparowanych regionach flankujgcych miRNA:miRNA* (Song 2010,
Mateos 2010). Potwierdza to przypuszczenia o wptywie budowy prekursora na sposdb w jaki
DCL1 rozpoznaje miejsca ciecia wptywajgc na proces powstawania dojrzatych miRNA, a co za

tym idzie — ich funkcjonalnosé.

Mimo, ze RNAi jest uniwersalnym procesem, istniejg rdznice w sposobie jego
funkcjonowania u zwierzat i roslin. MiRNA roslin zazwyczaj sg idealnie lub prawie idealnie
komplementarne do swoich miejsc docelowych (Axtell 2011). MiRNA zwierzece wykazuja
znacznie mniejszg komplementarnos$é. Wyrdznia sie w nich tzw. region "seed": najczesciej jest
to fragment od drugiego do ésmego nukleotydu z 5' korica miRNA komplementarny do ok.
7 nt miejsca docelowego. Na obu niciach moze wystgpi¢ dodatkowy, niesparowany nukleotyd
(Bartel, 2009). Inng réznicy jest potozenie miejsc docelowych miRNA. U zwierzat znajdujg sie
one gtéwnie w regionach 3' nie ulegajacych translacji (3 'UTR), natomiast u roslin miRNA wigze
sie zaréwno do miejsc kodujgcych i regionéw UTR. U roslin miRNA regulujg gtéwnie wzrost
i procesy rozwojowe (Mallory 2006, Liu 2018a), a takze sg zaangazowane w odpowiedzi na
stres biotyczny i abiotyczny (praca przeglagdowa Sunkar 2012, Ahmed 2019, Jagannadham

2019). U zwierzat, miRNA s3g zaangazowane w prawidtowe funkcjonowanie kazdej komarki
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(Chekulaeva 2009, Gebert 2019), a ich zaburzenia sg zwigzane z réznymi chorobami (Meola

2009, Martinez-Jiménez 2019).

1.2.2. siRNA

Drugg wazng klasg czasteczek matych regulatorowych RNA, ktdére uruchamiajg
mechanizm RNAIi u roslin oraz niektérych zwierzat sg siRNA. Pochodzg one z infekujgcych
wiruséw, transgendw, odwrdconych powtdrzen, centromerdw, transpozonéw lub sekwencji
repetytywnych, a ich funkcjg jest zapobieganie ekspresji tych sekwencji. Zasadniczo ich
komplementarno$é do wyciszanego docelowego transkryptu jest petna. Ich biogeneza nie
obejmuje zatem wyszukiwania zaburzen strukturalnych jak w przypadku miRNA. Dtugie
dwuniciowe RNA (dsRNA) jest ciete — rozpoczynajac od konca o tatwiejszej dostepnosci —
kolejno na krotkie (21-24 nt) fragmenty przez Dicer2 lub Dicerl w przypadku zwierzat oraz
DCL2-4 u roédlin. siRNA uwaza sie za oparty na RNA mechanizm immunologiczny do usuwania
szkodliwych, czy zbednych czgsteczek kwaséw nukleinowych, lub utrzymywania stabilnosci

genomu (Deng 2018, Axtell 2018).

1.2.2.1. ta-siRNA

siRNA dziatajgce w trans wyciszajg geny, ktére s3 odmienne od loci ich pochodzenia,
stad ich nazwa ta-siRNA (ang. trans active siRNA). Sg one zakodowane w genomie jako tzw.
geny TAS, zas$ ich oddziatywanie obejmuje regulacje innego genu, niz ten, z ktérego pochodzg
— dziatanie ,in trans”. Pierwszorzedowe srRNA (siRNA lub miRNA) inicjujg produkcje
dwuniciowego RNA, z ktdrego sg wycinane drugorzedowe srRNA, stanowigce ta-siRNA.
Wiekszos¢ roslinnych ta-siRNA ma dtugos¢ 21-nt, a ich biogeneza wymaga wspdtudziatu biatek
RDR6 i DCL4 (Allen 2005, Yoshikawa 2005). Niekodujace transkrypty gendw TAS sg
rozpoznawane przez kompleks AGO-miRNA i rozcinane. Do jednego z fragmentéw transkryptu
(5’ lub 3’ — mechanizm nie jest znany) polimeraza RNA zalezna od RNA 6 (RDR6) syntetyzuje
komplementarng ni¢. Powstalty w ten sposdb dsRNA jest ciety przez biatko DCL4 na
nastepujgce kolejno po sobie fragmenty, stanowigce drugorzedowe siRNA. Poczatek
pierwszego z nich jest zdefiniowany przez pierwsze ciecie biatka AGO (Rys. 1.3). Ta-siRNA

powstajace kolejno z jednego transkryptu mogg regulowaé ekspresje odrebnych gendw.
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Udziat komorkowej polimerazy RDR6 definiuje substrat dla DCL4 jako idealnie sparowany

dwuniciowy RNA.

Pierwsze cigcie Pierwsze cigcie
v v
- I I I I - _ 1] i 1 |
- =
RISC miRNA \ l RISC miRNA

Degradacja transkryptu
lub represja translacji

Rys. 1.3. Schemat powstawania ta-siRNA miRNA (Allen 2005) zmodyfikowany. Pierwszym
etapem ich powstawania jest kierowane przez miRNA przeciecie transkryptu. Nastepnie polimeraza
RNA RDR6 syntetyzuje komplementarng do przecietego transkryptu drugg ni¢ RNA i taki dwuniciowy
RNA jest sekwencyjnie ciety przez DCL4 poczgwszy od korica, ktdry powstat po pierwotnym przecieciu
transkryptu. Niektére fragmenty dziatajg jako siRNA, kierujgc biatko typu AGO do rozciecia transkryptu
odmiennego niz ten, z ktérego pochodzg ta-siRNA (lub represji translacji).

1.2.2.2. ha-siRNA

Zwigzane z heterochromatyng siRNA (heterochromatin associated siRNA, ha-siRNA)
pochodzg z miedzygenowych lub repetytywnych regiondw genomu. Majg one zazwyczaj 24 nt
dtugosci, a ich biogeneza wymaga biatek RDR2, DCL3 i AGO4, AGO6 i AGO9 u Arabidopsis
(Axtell 2013). Biogeneza ha-siRNA nie jest w pefni wyjasniona. Aktualnie uwaza sie, ze
powtarzalne regiony miedzygenowe sg transkrybowane przez RNA polimeraze IV (Pol V)
specyficzng dla roslin. Transkrypt Pol IV stuzy jako matryca dla RDR2 w celu wytworzenia
dsRNA. DCL3 rozcina otrzymane dsRNA na 24-nt siRNA i jedna z jego nici jest wigczana do
AGO4. Polimeraza RNA V (Pol V), takze specyficzna dla roslin, wytwarza transkrypty stuzgce
jako matryca dla wigzania siRNA i biatka AGO4. Po zwigzaniu do transkryptéw Pol V,
ha-siRNA naprowadzajg metylotransferaze — enzym powodujgcy modyfikacje de novo

chromatyny w loci, z ktérych pochodzg transkrypty generowane przez Pol V, w tym metylacje
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cytozyny w asymetrycznych miejscach CHH (gdzie H = C lub T) i metylacje histonéw H3K9
(Zhong 2012, Wierzbicki 2012).

1.2.2.3. nat-siRNA

Uwaza sie, ze naturalne siRNA (nat-siRNA) pochodzg z dwuniciowego RNA,
utworzonego przez hybrydyzacje niezaleznych transkryptéw komplementarnych RNA. Dwie
komplementarne nici RNA zostaty przepisywane z przeciwnych stron w tym samym locus, a po
rozcieciu na mate fragmenty stanowig nat-siRNA dziatajgce w cis (Borsani 2005, Zhang 2012,
Yuan 2015). Mozliwa jest takze hybrydyzacja RNA pochodzacych z innych loci prowadzgca do

powstania trans-nat-siRNA (Yuan 2015).

1.2.3. Egzogenne srRNA

Mate czasteczki RNA pochodzace z replikacji RNA wirusa obserwowano u roslin
zainfekowanych wirusami jeszcze przed odkryciem wyciszania na drodze RNAi zwigzanego
z endogennymi srRNA (Hamilton 1999, Ding 2007). Poniewaz srRNA byty takie zwigzane
z potranskrypcyjnym wyciszaniem gendéw (PTGS) indukowanym obecnoscig transgenu,
zaproponowano hipoteze, ze PTGS moze stanowié naturalny mechanizm obrony
przeciwwirusowej roslin (Hamilton 1999), przy czym molekularne podstawy tego procesu nie
byty wéwczas jasne. Odkrycie endogennych matych RNA w réznych organizmach
eukariotycznych, oraz rozlegte badania genetyczne i biochemiczne, pomogty ustali¢
mechanizm wyciszania genow takze przez egzogenne srRNA (Zamore 2005; Vaucheret 2006).
Strategia RNAi funkcjonuje przede wszystkim jako odpowied?Z roslin na infekcje wirusowe,
jednakze pokazano, ze grzybowe patogeny mogg jg rowniez indukowaé (Lu 2007). Zaréwno
egzogenne srRNA pochodzgce od wiruséw jak i te z transgendw indukujgcych RNAI nie majg
wptywu ani na fenotyp, ani na procesy rozwojowe regulowane przez endogenne srRNA (Shen

2014, Pumplin 2013).
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1.2.4. amiRNA

Mate regulatorowe RNA czesto wykorzystywane sg w badaniach funkcjonalnych
gendw. Pierwotnie stosowano do tego celu dtugie dwuniciowe RNA. Takie podejscie prowadzi
do powstania heterogenicznej puli srRNA, co nie gwarantuje wydajnego efektu wyciszenia.
Sasiednie mate regulatorowe RNA pochodzace z tej samej dtugiej sekwencji mogg wyciszac
docelowy gen w réznym stopniu (np.: w 20% i 70%) (Li 2013). Ponadto poszczegdlne srRNA
powstate w ten sposéb mogg oddziatywac niespecyficznie z genami, do ktérych wyciszenia nie
byty pierwotnie przeznaczone (ang. off-target effect) (Petri 2013), a takze wyciszaé transkrypt,

z ktérego pochodzg (Molnar 2009).

W celu unikniecia powyzszych niedogodnosci opracowano koncepcje ,sztucznych
miRNA” — amiRNA. Okreslenie ,sztuczne” miRNA odnosi sie do sekwencji samego srRNA
nieobecnej pierwotnie u modyfikowanego organizmu a zaprojektowanej w celu wyciszenia
konkretnego transkryptu. Stworzenie sztucznego miRNA polega na umieszczeniu sekwencji
srRNA w szkielecie funkcjonalnego miRNA w ten sposdb, aby natywny proces biogenezy
doprowadzit do powstania oczekiwanej jednorodnej puli amiRNA. Daje to mozliwos¢
analizowania funkcjonalnosci okreslonego genu oraz umozliwia regulowanie ekspresji
konkretnego genu w celach hodowlanych — np. aby uzyska¢ odpornos¢ na susze lub
zmodyfikowa¢ inne cechy rosliny. Dodatkowym atutem tej metody jest mozliwosé
specyficznej ekspresji genu miRNA, bedgcej odpowiedzig na okreslony stres biotyczny lub
abiotyczny, albo uzyskanie ekspresji tkankowo specyficznej, czy tez wtasciwej dla danego
stadium rozwojowego rosliny. Wszystkie te cechy mozna zapewnic¢ stosujgc odpowiedni
promotor, pod kontrolg ktérego umieszczony zostanie gen miRNA zawierajgcy sekwencje

amiRNA.

Sztuczne miRNA zdaje sie by¢ bardzo dobrym narzedziem do badania ekspresji gendéw
zwtaszcza w eksperymentach prowadzonych na organizmach roslinnych. Metoda ta jest o tyle
interesujaca, ze fragmenty kwaséw nukleinowych o dtugosci do ok. 30 nt mozna uzyskaé
metodami chemicznymi i sg one dostepne komercyjnie. Zatem sekwencje amiRNA mozna
dowolnie zaprojektowaé, a nastepnie wykorzystujac narzedzia biologii molekularnej (jak PCR
czy enzymy restrykcyjne) umiesci¢ w szkielecie natywnego miRNA. Jednakze poza techniczna

strong stworzenia amiRNA istotniejszg kwestig wydaje sie by¢ wybor wiasciwej sekwenciji,
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stanowigcej funkcjonalne mate regulatorowe RNA. Coraz wiekszy postep informatyzacji
zaréwno na ptaszczyznie sprzetowej jak i oprogramowania idzie tu w sukurs. Pomimo tego
zaprojektowanie sekwencji poprawnie przetwarzanej w procesie biogenezy miRNA

i dostarczajgcej pozgdanego efektu wyciszajgcego jest problemem nietrywialnym.

1.3.Biogeneza srRNA — schemat

Mate regulatorowe RNA u roslin biorg udziat w procesach rozwojowych, zapewniajg
stabilno$¢ genomu oraz stanowig ochrone przed réznego rodzaju patogenami (lki 2017). Ich
rézne rodzaje charakteryzujg sie odmiennymi szlakami biogenezy. Ponizsza ilustracja pokazuje
ich zestawienie, a takze stanowi wstep do kolejnego rozdziatu, gdzie omdwione zostang biatka

uczestniczgce w powstawaniu srRNA.
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Rys. 1.4. Szlaki biogenezy srRNA u roslin. Dwuniciowe RNA powstaje w wyniku dziatania
komérkowych polimeraz RNA zaleznych od DNA w procesie transkrypcji lub pochodzi od patogenu
w przypadku egzogennych transkryptow. Transkrypty pochodzgce z heterochromatyny oraz genéw
TAS wymagajg aktywnosci polimeraz RNA zaleznych od RNA w celu utworzenia komplementarnej nici
RNA. Biatka DCL odpowiadajg za wycinanie wtasciwego fragmentu z dsRNA. Kolejnym etapem jest
metylacja 3’ koncow fragmentow (HEN1) i eksport do cytoplazmy (HST) — jesli poprzednie etapy
zachodzity w jadrze komdérkowym.
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1.4. Biatka uczestniczace w biogenezie roslinnych srRNA

Proces biogenezy roslinnych srRNA nie zostat jeszcze poznany we wszystkich
szczegotach. Zasadniczym jego etapem jest wycinanie dojrzatych czasteczek srRNA z ich
prekursoréw gdzie kluczowa role petnig biatka typu Dicer — DCL (ang. Dicer-like proteins)
zawierajgce centrum katalityczne przeprowadzajgce reakcje hydrolizy wigzania
fosfodiestrowego. Stosunkowo najwiecej wiadomo o szlaku zwigzanym 2z miRNA.
W pozostatych natomiast biatka DCL2-4 mogg wystepowac zamiennie, a rola tej redundancji
nie zostata jeszcze poznana. Ich sposoby powstawania przedstawiono na Rys. 1.4 zas funkcje

poszczegdblnych biatek zostang opisane w kolejnych podrozdziatach.

1.4.1. Rodzina biatek RNazy llI

Biatka typu Dicer nalezg do rodziny rybonukleaz typu 1l (RNazy |ll),
przeprowadzajgcych reakcje hydrolizy dwuniciowego RNA. Rodzina ta jest wszechobecna
wsrod organizmow zywych. Mozna podzieli¢ jg na trzy grupy réznigce sie wielkoscig i budowg,

jednakze zachowujace zasadnicze funkcje (Rys. 1.5) (Zhang 2004, Song 2017).

[AtPasoaicase | purzss] | paz | [N [NNRISNNN Oicer Klasa il
(BN RSrich] | [] Drosha Klasa Il
bacterial
RNase |ll Klasa |
“asRBD
Rys. 1.5. Schematyczna reprezentacja domen w RNazach lll, wg Zhang 2004. Zaznaczono

domene helikazy, ktdorej aktywnos¢ nie zostata dowiedziona dla wszystkich biatek DCL oraz domene
PAZ, odpowiadajaca za wigzanie jednoniciowego wystajgcego konca 3' z dwuniciowego RNA. Domen
tych nie ma w pozostatych klasach RNaz typu lll, zas domeny bogate w proline (ang. Pro-rich), arginine
i seryne (ang. RS-rich) sg prawdopodobnie odpowiedzialne za oddziatywania zinnymi biatkami
(Johanson 2013, Song 2017).

W krélestwie Prokariota wystepuje tylko klasa |, ktéra jest odpowiedzialna za
dojrzewanie rRNA, biogeneze matego jgdrowego RNA (snRNA) oraz matego jagderkowego RNA
(snoRNA) a takze przecina niektére mRNA. Biatko to wystepuje w postaci monomeru
zbudowanego z domeny RNazylll i domeny wigzgcej dwuniciowe RNA — dsRBD, zatem do

przeciecia obu nici dsRNA konieczna jest dimeryzacja. U eukariontéow réwniez wystepuja
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biatka | klasy, ktore okreslane sg jako RTL (Ribonuclease Three-Like), i odpowiadajg funkgc;ji
biatka bakteryjnego (Conrad 2002). Dwie pozostate klasy réznig sie miedzy sobg zaréwno
budowag jak i funkcjg oraz stanowig istotng réznice pomiedzy roslinami a zwierzetami. Cecha
wspolng biatek klasy Il'i lll jest ich budowa obejmujgca dwie domeny rybonukleazowe, przez
co biatko funkcjonuje jako monomer. U zwierzat biatka klasy Il (Drosha) i Ill (Dicer) uczestnicza
w procesie RNAI, kazde z nich funkcjonuje pojedynczo i katalizuje tylko jeden rodzaj reakcji na
specyficznym substracie (Carmell 2004). Do prawidtowego dziatania wymagajg szeregu biatek
pomocniczych, w oddziatywaniu z ktérymi prawdopodobnie biorg udziat rejony bogate
w proline (Pro-rich) oraz arginine i seryne (RS-rich). RNaza Il — Dicer (Bernstein 2001) jest
jednym z pierwszych poznanych biatek przetwarzajgcych dsRNA na specyficzng odpowiedz
(w odrdznieniu od niespecyficznej degradacji). Rozcina ona dwuniciowe czgsteczki dsRNA
precyzyjnie na fragmenty od 21 nt do 25nt zaleznie od wielkosci odpowiednich domen
w endonukleazie (Hannon 2002). Fragmenty te stanowig funkcjonalne srRNA w komorce.
Cechg charakterystyczng produktéw wszystkich RNaz Il jest 2 nt wystajagcy 3’ koniec
zakonczony grupg hydroksylowg podczas gdy na 5’ koncu pozostaje grupa fosforanowa.
U roslin nieobecne sg biatka klasy I, podczas gdy klasa lll reprezentowana jest zazwyczaj przez
4-8 rodzajow biatka typu Dicer — DCL (ang. Dicer-like) (Agrawal 2003). Zostang one opisane

w dalszej czesci pracy.

1.4.2. Budowa biatek typu Dicer

Biatka typu Dicer sg to duze, okoto 190 kDa, wielodomenowe enzymy, ktdre zazwyczaj
sktadajg sie z helikazy DEAD, helikazy-C, domeny DUF283, domeny PAZ, dwdch domen
rybonukleazowych Il (RIIIA i RIIIB) i jednej lub dwéch domen wigzgcych dsRNA (dsRBD) (Rys.

1.6).
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Rys. 1.6. Schematyczna reprezentacja budowy domenowej roslinnego biatka DCL.
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Domena helikazy obejmujgca motyw DEAD i domena konca C helikazy tworzg razem
region helikazowy, ktérego funkcjg jest rozplatanie dwuniciowego RNA. Funkcjg domeny
DUF283 (ang. domain of unknown function) zdaje sie by¢ wigzanie biatek DRB4 (AtDCL4) lub
HYL1 (AtDCL1) (Qin 2010). PAZ — wigze jeden z koncéw dsRNA zwitaszcza 2 nt wystajgce po
stronie 3’ terminalnej, moze takze posiada¢ kieszen wigzgca 5’ koniec. Platforma stanowi
prawdopodobnie domene stabilizujgcg, za$ w potfaczeniu z helisg tgczacy reguluje odlegtosé
pomiedzy domenami PAZ a domenami katalitycznymi stanowigc wyznacznik dtugosci
generowanych przez DCL produktow. Dwie domeny RNazy Il (A i B) tworza
wewnatrzczasteczkowy dimer, ktéry (w obecnosci jondw Mg?+) rozrywa pojedyncze wigzanie
fosfodiestrowe na kazdej z nici dsRNA stanowigc centrum katalityczne biatka. Domeny dsRBD
obecne u roslinnych DCL w liczbie jednej lub dwéch wigzg dwuniciowe RNA (dsRBD, ang.

dsRNA binding domain).

Jedyng poznang strukture catego biatka typu Dicer stanowi pochodzacy z pierwotniaka
Giardia intestinalis GIDCR (MacRae 2006, 2007). Jest on mniejszy niz pozostate biatka typu
dicer. Sktada sie z platformy stabilizujgcej, domeny wigzacej dsRNA — PAZ, helisy taczacej
i dwéch domen rybonukleazowych — w jednej z nich posiada sekwencje nieobecng u
wiekszosci biatek tego typu, tzw. mostek (Rys. 1.7A). W strukturze biatka GiDCR brak domen:
helikazy, DUF i dsRBD, lecz mimo to biochemiczne testy potwierdzity jego aktywnos¢ (MacRae
2006). Mozna przyjg¢, ze GIiDCR jest to ,molekularna linijka”, czyli cze$¢ funkcjonalna
i wystarczajgca do precyzyjnego wyciecia fragmentu dsRNA o okreslonej dtugosci, rowniez
w innych biatkach, takze tych z rodziny DCL. Przytozenie do poznanej struktury dwuniciowego
RNA — pomiedzy domene wigzgcg wolny koniec dsRNA a domenami RNaz przeprowadzajgcymi

ciecie — potwierdza odlegtos$¢ zblizong do dtugosci srRNA (Rys. 1.7B).

Zaledwie kilka struktur poszczegdlnych domen z biatek Dicer lub DCL zostato
doswiadczalnie okreslonych na poziomie atomowym: (i) domena DUF283 z AtDCL4 (Qin 2010),
(ii) druga domena wigzgca dsRNA (dsRBD) z DCL1 (Burdisso 2012), (iii) domena RIIIB z ludzkiej
Dicer — HsDCR, (iv) domena RIIIB wraz z dsRBD pochodzgca z mysiej Dicer — MmDCR (Du 2008,
Takeshita 2007) oraz (v) fragment obejmujacy region od platformy przez domene PAZ do
helisy faczacej (ang. connector helix) pochodzacy z ludzkiej Dicer w kompleksie z siRNA (Tian

2014).
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Rys. 1.7. Struktura biatka GIiDCR poznana eksperymentalnie metody krystalografii
rentgenowskiej (MacRae 2006). A. kolorami zaznaczono poszczegdlne domeny; B. llustracja

oddziatywania biatka z jego substratem dsRNA.

Na podstawie obserwacji w mikroskopie elektronowym (EM) zaproponowano ogdlny
pokrdj catej HsDCR, w tym lokalizacje poszczegélnych domen (Lau 2012, Liu 2018b).
Dotychczas niewiele jest danych dotyczacych interakcji Dicer z jego substratem dsRNA.
Ostatnie badania struktury fragmentu HsDCR w kompleksie z RNA wykazaty obecnosc kieszeni
wigzgcej 2 nukleotydowy 3' koniec w domenie PAZ oraz kieszeni fosforanowej wigzgcej 5’
koniec w domenie platformy (Tian 2014). Na podstawie danych zanalizy Cryo-EM
otrzymanych z rozdzielczoscig 29-31A zostaty takze skonstruowane modele komplekséw catej
HsDCR z RNA (Taylor 2013), a pdzniej takze z rozdzielczoécig 4,4A (Liu 2018b). Dodatkowe
informacje dotyczgce interakcji poszczegélnych domen biatka DCL z RNA mogg by¢ uzyskane
ze struktur krystalicznych homologicznych domen pochodzgcych z innych biatek w kompleksie
z RNA. Zostaty one okreslone dla bakteryjnej RNazy lll (Gan 2006, 2008), eukariotycznej
domeny RNazy Il (Liang 2014) oraz domen PAZ z biatek AGO i PIWI (Ma 2012, Nakanishi 2013)
oraz RNazy lll z ludzkiej DROSHA (Kwon 2016).
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1.4.3. Funkcja biatek typu Dicer

Biatka Dicer oraz DCL przeprowadzajg reakcje hydrolizy dwuniciowego RNA. Efektem
ich dziatania sg mate regulatorowe RNA, stuzgce do modulacji poziomu ekspresji genéw.
Pomimo uniwersalnosci procesu RNAI, réznice w biogenezie miRNA u roslin i zwierzat maja
swoje odzwierciedlenie zarowno budowie jak i sposobie funkcjonowania biatek w nig

zaangazowanych.

Istnieje tylko jeden gen kodujacy biatko Dicer w komdrkach ssaczych, dwa u owadéw
i grzybdéw i 4-8 gendw biatek typu Dicer (DCL) w roslinach (Kapoor 2008). Roslina modelowa,
Arabidopsis thaliana koduje cztery DCL (AtDCL1-4). AtDCL1 gtéwnie uczestniczy w biogenezie
miRNA (Reinhart 2002, Bartel 2004, Voinnet 2009), ale moze takze przetwarza¢ dwuniciowe
RNA (Bouche 2006). AtDCL2 jest czescig systemu obrony przeciwwirusowej i generuje 22-nt
siRNA pochodzace z wirusowego dsRNA (Xie 2004, Mlotshwa 2008). Ponadto jest
zaangazowane w generowanie nat-siRNA. AtDCL3 wymagane jest do endogennego tworzenia
24-nt siRNA (ha-siRNA, ra-siRNA) z dtugich dwuniciowych RNA wytwarzanych przez roslinng
polimeraze RNA zalezng od RNA-2 (RDR2). SiRNA generowane przez AtDCL3 biorg udziat
w modyfikacji chromatyny, a zatem wptywajg na jej strukture przyczyniajac sie do zachowania
stabilnosci genomu (Chan 2004, Zhong 2012). AtDCL4 jest gtéwnym czynnikiem
odpowiedzialnym za odpornosé roslin na wirusy przez ciecie dwuniciowych RNA powstajgcych
w procesie ich namnazania. AtDCL4 generuje takze pierwotne i drugorzedowe siRNA
o wielkosci 21-nt (ta-siRNA) z dtugich dwuniciowych RNA wytwarzanych przez roslinng
polimeraze RNA zalezng od RNA-6 (RDR6) z transkryptéw roslinnych genéw TAS (Dunoyer
2005, Gasciolli 2005). Po rozcieciu transkryptu genu TAS, za pomocg miRNA oba fragmenty
(jeden zawierajgcy wolny 5' za$ drugi 3' koniec) stanowig matryce dla RDR6, ktdra syntetyzuje
do nich nici komplementarne (Rajeswaran 2012). W rezultacie otrzymuje sie dwie dtugie
dwuniciowe czgsteczki RNA nieposiadajgce zaburzen strukturalnych. AtDCL4 rozcina takie
dsRNA w sposéb sekwencyjny, odcinajgc kolejne 21-nt fragmenty poczawszy od wolnego
korica i generuje zbidr krotkich drugorzedowych srRNA. Niedawne doniesienia wykazaty, ze
AtDCL4 mogg takze rozcina¢ jednoniciowy RNA, zawierajgcy strukture spinki do wtoséw
powstatg w wyniku przedtuzonej transkrypcji (ang. read-through transcripts) (Liu 2012b,
Fukudome 2017).
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1.4.4. Dodatkowe biatka uczestniczgce w biogenezie srRNA

1.4.4.1. Biatka typu AGO

Biatka typu AGO nalezg do rodziny biatek Argonaute o duzej zachowawczosci
ewolucyjnej zarowno u eukariontéw jak i prekariontdw. Stanowig one jeden z czynnikdéw
koordynujacych regulacje ekspresji gendw w komdrkach. Rodzina biatek Argonaute dzieli sie
na trzy grupy: (i) biatka typu AGO (ang. AGO-like proteins) szeroko rozpowszechnione wsréd
wszystkich zywych organizméw, (ii) biatka typu PIWI obecne w komdrkach rozrodczych
zwierzat, oraz (iii) wystepujgce u Cenorhabitis elegance. W dalszej czesci opisane zostang
biatka nalezgce tylko do pierwszej z wymienionych klas, jako zaangazowane w procesy RNAi u

roslin.

Biatka AGO stanowig cze$¢ kompleksu RISC i wraz ze zwigzang czasteczkg srRNA
stanowig bezposredni czynnik odpowiedzialny za rozpoznanie i przeciecie transkryptu
skierowanego do degradacji (Moazed 2009). Od niedawna znana jest petna struktura
eukariotycznych biatek AGO (Schirle 2014, Elkayam 2017). Zbudowane s3 z czterech domen:
N, PAZ, MID i PIWI (Kapoor 2008). Domena N umozliwia aktywnos¢ katalityczng (Derrien
2018), odgrywa réwniez role w rozplataniu dupleksu RNA i selekcji nici o mniej stabilnym
koncu 5’ (Hauptmann 2013, Kwak 2013). Domena PAZ wigze charakterystyczny 2-nt wystajgcy
koniec dwuniciowego RNA, ktéry moze stanowi¢ dupleks miRNA/miRNA* lub dwuniciowy
siRNA. Domena MID wigze 5 monofosforan srRNA do biatka. Uczestniczy takze w wyborze nici
pozostajgcej w RISC oraz odrzucanej. Domena PIWI wykazuje duze podobieristwo do RNAzy H
(Hock 2008). Jej funkcjg jest przecinanie transkryptu w miejscu wyznaczonym przez 10i 11 nt
matego regulatorowego RNA (ang. RNA guide strand). Jako, ze tylko jedna ni¢ zostaje
przecieta, cata czgsteczka srRNA pozostaje zwigzana z AGO, a zatem moze funkcjonowac przez

wiele obrotéw enzymu.

Arabidopsis thaliana koduje 10 biatek AGO (Morel 2002, Zheng 2007), funkcje
niektorych z nich zdajg sie pokrywac lub nie sg do korica poznane. Gtéwnym biatkiem
zaangazowanym w potranskrypcyjne wyciszanie wiekszosci transgendéw jest AGO1 (Carbonell
2012, Bajczyk 2019). Wystepuje zarowno w cytoplazmie jak i w jgdrze komérkowym (Dolata
2018). AGO10 odpowiada za regulacje niektérych proceséw rozwojowych (Liu 2009, Ji 2011)
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oraz stanowi negatywny regulator AGO1 na poziomie biatkowym (Mallory 2009). AGO2
(i w mniejszym stopniu AGO3) regulujg odpowied?Z rosliny na zakazenie bakteryjne (Zhang
2011). Najbardziej do nich podobne AGO7 (i w mniejszym stopniu AGO1) odpowiadajg za
powstawanie ta-siRNA (Adenot 2006, Qu 2008). AGO4, AGO6 i AGO9 duplikujg swoje role
w akumulacji ha-siRNA oraz metylacji DNA i transkrypcyjnego wyciszania genow
transpozondw i sekwencji repetytywnych (Qi 2006, Zheng 2007, Havecker 2010). AGO5 wigze
sie z siRNA o rdinych dtugosciach, zawierajacych 5' terminalng cytozyng (Takeda 2008).

Prawdopodobnie bierze udziat w wyciszaniu RNA wirusowego.

1.4.4.2. Polimeraza RNA zalezna od RNA

Juz w 1993 roku odkryto, ze RDR wyizolowana z pomidora przeprowadza in vitro
reakcje syntezy komplementarnego RNA (cRNA) na matrycy RNA jak i DNA przy uzyciu
starteréw badz bez nich (Schiebel 1993b). Pézniej wykazano, ze takie RNA odgrywa istotng
role w wyciszaniu genéw na drodze RNAI, za$ produkty dziatania roslinnych RDR mogg by¢

substratem dla biatek DCL.

Arabidopsis thaliana posiada sze$s¢ gendéw kodujgcych RDR, z tego aktywnosc
wykazano eksperymentalnie dla trzech z nich RDR1, RDR2 i RDR6 (Xie 2004, Polydore 2018).
S3 one na tyle specyficzne, ze kazda z nich uczestniczy w innym szlaku powielania sygnatu.
RDR1 odpowiada u Arabidopsis za obrone przed patogenami. Jej ekspresja jest indukowana
czynnikami biotycznymi i abiotycznymi. RDR2 stanowi obrone przed transpozonami
i sekwencjami repetytywnymi zawartymi w genomie. RDR2 razem z DCL3 (ang. Dicer-like
protein 3) tworzg 24-nukleotydowe siRNA z retroelementéw, transpozondéw, endogennych
powtdrzen iodwréconych powtdrzen a takie transgendw zawierajgcych sekwencje
powtarzajace sie (Chan 2004, Xie 2004). RDR3, RDR4 i RDR5 zostaty odkryte na podstawie
analiz bioinformatycznych. Ich aktywnos¢ nie zostata potwierdzona, zas ich podobieristwo
moze Swiadczyé, ze powstaty wskutek dwukrotnej duplikacji pierwotnego genu. RDR6 jest
zaangazowana w produkcje ta-siRNA, oraz zwigzana ze szlakiem regulacji gendéw

odpowiedzialnych za rozwdj organdw wegetatywnych (Peragine 2004).

Dowiedziono, ze RDR, ani zadne biatko o podobnej roli, nie wystepuje u muszki

owocowki i ssakow (Stein 2003).
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1.4.4.3. Inne biatka pomocnicze

Oprécz enzymow przeprowadzajgcych reakcje prowadzgce do powstania matych
regulatorowych RNA wystepuje jeszcze szereg biatek pomocniczych. Ich rolg jest utatwienie
przyjecia wtasciwej pozycji enzymu i substratu lub transport, czy tez przygotowanie substratu

do reakcji enzymatycznej.

Wtasciwa akumulacja miRNA zalezy miedzy innymi od aktywnosci dwdch biatek
jadrowych: HEN1 i HYL1 (Park 2002, Han 2004, Vazquez 2004, Yang 2014). Jadrowa
metylotransferaza, HUA ENHENCER1 (HEN1), metyluje grupe 2’ hydroksylowa 3’ korca
dojrzatego miRNAs (Yu 2005, Huang 2009). Modyfikacje takie wptywajag na wiasciwe
rozpoznanie srRNA przez odpowiednie biatko AGO. HYL1 (znane tez jako DRB1) jest jadrowym
biatkiem wigzgcym dwuniciowe RNA, ktére razem z DCL1 tworzy kompleks regulujgcy ciecie
pierwotnego transkryptu miRNA (Yang 2006, Eamens 2009). Analogiczng do niego funkcje
petni DRB4, ktére wspodtpracuje z pozostatymi roslinnymi biatkami DCL (Nakazawa 2007, Qu
2008). SERRATE (SE) prawdopodobnie dziata jako rusztowanie, jako biatko zdolne do wigzania
zaréwno biatka jak i RNA decyduje o wtasciwym potozeniu prekursora miRNA w katalitycznym
wnetrzu roslinnego DCL1 (Machida 2011). Oba biatka HYL1 i SE wspierajg aktywno$é DCL1
w biogenezie miRNA zaréwno na poziomie pri- jak i pre-miRNA, przez co znaczaco zwiekszaja
wydajnos¢ reakcji ciecia (Dong 2008). HASTY (HST) koduje biatko, ktére uczestniczy
w transporcie miRNA lub pre-miRNA z jadra do cytoplazmy (Park 2005).
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2. Cel pracy

Celem niniejszej pracy byto poznanie strukturalnych uwarunkowan biogenezy
ro$linnych srRNA na przyktadzie wybranych biatek oraz czagstek RNA pochodzacych z rosliny
modelowej Arabidopsis thaliana. Mate regulatorowe RNA powstajgce jako produkty
aktywnosci biatek DCL1 majg dtugosé 21 nt (miRNA). Powstajgce w efekcie dziatania biatka
DCL4 — siRNA — s3 tej samej dtugosci i uruchamiajg ten sam mechanizm wyciszania gendw.
Jednakze sam dupleks miRNA ztozony z nici wiodgcej (miRNA, ang. guide) oraz towarzyszacej
(miRNA*, ang. passenger) ma odmienng strukture drugorzedowg, gdyz w odrdznieniu od
dupleksu siRNA zawiera nieregularnosci. Gtéwnym przedmiotem badan byta struktura
dupleksu miRNA:miRNA* oraz oddziatywanie pomiedzy niciag wiodgcg miRNA a miejscem
docelowym w mRNA. Biatko DCL4 jako generujagce mate regulatorowe RNA z dtugich
dwuniciowych RNA nie zawierajgcych nieregularnosci wydaje sie miec strukture sztywniejszg,
dostosowang do jednorodnej budowy swoich substratéw. Dlatego jako drugi obiekt badan
strukturalnych uwarunkowania biogenezy srRNA wybrano biatko AtDCL4. Jego model
zaproponowany w ramach przedfozonej rozprawy moze by¢ bardziej wiarygodny biologicznie
i lepiej uzasadniony za pomocg metod in silico niz w przypadku pozostatych biatek z rodziny
DCL, ktérych substraty nie sg jednoznacznie scharakteryzowane strukturalnie.

Cel zdefiniowany w niniejszej pracy cel osiggnieto realizujgc nastepujace zadania

badawcze:

e Charakterystyka termodynamiczna profili duplekséw mikroRNA z sekwencjami docelowymi
oraz duplekséw miRNA:miRNA* zawartych w prekursorach miRNA,

e Opracowanie metody oraz stworzenie narzedzia obliczeniowego AmiIRNA Designer
umozliwiajgcego projektowanie sekwencji wyciszajgcych zadany gen,

e Charakterystyka porownawcza sekwencji biatek roslinnych DCL1-4.

e Opracowanie modelu struktury przestrzennej biatka AtDCL4 w kompleksie z jego
substratem dsRNA, oraz zbadanie zwigzku pomiedzy strukturg enzymu a dtugoscig wycinanych

przez niego fragmentow dsRNA.
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3. Materiaty i metody

3.1. Materiaty

3.1.1. Sekwencje RNA

Sekwencje prekursorow miRNA zostaty pobrane z bazy danych miRBase rell8
(Griffiths-Jones 2008) (w tym przypadku ograniczono do organizmu — A. thaliana). Sekwencje
miRNA oraz ich miejsca oddziatywania w mRNA (targety) zostaty pobrane z bazy danych
Arabidopsis Small RNA Project (ASRP, https://asrp.danforthcenter.org (Gustafson 2005)).
Uwzgledniono zaréwno targety potwierdzone eksperymentalnie jak i wyznaczone
komputerowo. Wszystkie sekwencje miRNA wykorzystane do wyznaczenia zaleznosci

sekwencyjnych oraz profili termodynamicznych zostaty wymienione w zataczniku nr 1.

Analiza potencjalnych niespecyficznych miejsc oddziatywania amiRNA oraz amiRNA*
zostata wykonana przy wykorzystaniu danych z PlantGDB (Dong 2004, Duvick 2008) stuzgcych
jako zrédto wszystkich gendw ulegajacych ekspresji w A .thaliana. Fragment tego pliku

pokazano w zatgczniku nr 2.

Sekwencje badanych gendéw docelowych Imm1 i Agb1 zostaty pobrane z bazy danych

TAIR (http://www.arabidopsis.org/). Ich sekwencje kodujgce zamieszczono w zatgczniku nr 3.

Sekwencje  wygenerowane przez program ,AmiRNA Designer” zostaty
przeanalizowane pod katem efektu niespecyficznego oddziatywania (ang. off-target) przy
uzyciu skryptdw w Perlu napisanych przez dr hab. inz. Agnieszke Rybarczyk (Politechnika
Poznanska, Wydziat Informatyki i Telekomunikacji, Instytut Informatyki). Metoda okreslania
bezposredniej interakcji miedzy transkryptem a miRNA opiera sie na wyrazeniach regularnych
zastosowanych do wyszukiwania motywow w ich sekwencji. W przypadku kazdego miRNA,
poszukiwanie miejsca wigzania przeprowadzono wzdtuz catych transkryptéw z przesunieciem

jednego nukleotydu.
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3.1.2. Sekwencje biatek

W niniejszej pracy wykorzystano trzy zestawy sekwencji biatek.

Pierwszy z nich stanowit sekwencje roslinnych biatek DCL zarowno potwierdzonych
eksperymentalnie jak i przettumaczonych na kod biatkowy z petnych poznanych i ztozonych
sekwencji genomowych (cDNA). Sekwencje biatkowe wszystkich czterech biatek AtDCL
postuzyty jako wzorce do wyszukania homologicznych sekwencji w genomach roslinnych
zdeponowanych w bazie danych Plant Genome Database (http://www.plantgdb.org, (Dong
2004) opcja wyszukiwania sekwencjg biatkowg). Przeszukano kazdy z opisanych tam gatunkow
ros$lin oddzielnie. Otrzymany w ten sposdb zestaw zostat dodatkowo zweryfikowany przez
przeszukanie nim bazy danych GenBank za pomocg programu  BLAST

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST).

Drugi zestaw sktadat sie ze zweryfikowanych metodami eksperymentalnymi sekwencji
biatek zawierajagcych domene RNAzy Il zdeponowanych w bazie danych UniProt
(http://www.uniprot.org). Sekwencje wybrano w taki sposdb, by unikngé¢ nadreprezentacji
biatek ssakéw lub kregowcdw, dla ktérych znaleziono znacznie wiecej trafien niz dla biatek

roslinnych czy owadzich. Do tego zestawu dodano takze bakteryjng RNAze typu lll.

Dla kazdej z sekwencji wyszukanych w bazach danych oznaczono domeny biatkowe
wykorzystujgc narzedzia ScanProsite (http://prosite.expasy.org/scanprosite, (De Castro
2006)) oraz SMART (http://smart.embl-heidelberg.de, (Schultz 1998)). Wyniki tych analiz
wykorzystano do wykonania przyrownan wielosekwencyjnych (ang. MSA - multiple sequence
alignment): 1) przyréwnanie globalne catych dostepnych sekwencji aminokwasowych, 2)
przyréwnanie fragmentéw zawierajgcych odpowiednik biatka GiDicer — stanowigcych
funkcjonalny rdzen enzyméw DCL, 3) przyrownanie blokow domen oraz, 4) przyréwnanie

kazdej domeny oddzielnie. Niektdre z przyréwnan zamieszczono w zatgczniku nr 5.

Konserwatywne regiony ze wszystkich przyréwnan postuzyty jako wzorzec do
wyszukiwania sekwencji biatek o poznanej strukturze z zastosowaniem metody
wykorzystujgcej profile sekwencyjne PSI-BLAST (Altschul 1997) oraz DELTA-BLAST (Boratyn
2012). Ponadto uzyskane w ten sposdb struktury poszczegdlnych domen oraz blokdw domen

zostaty wykorzystane do wyszukania dostepnych struktur za pomocg metaserwera GeneSilico
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(Kurowski 2003) oraz serwera |-TASSER, ktéry wykorzystuje metode przewlekania do
budowania modelu biatko 3D de novo (Roy 2010, Zhang 2008). Wyniki dziatania obu metod
zostaty ze sobg pordwnane. Otrzymane w efekcie sekwencje biatek o znanej strukturze 3D
zostaly zawarte w trzecim zestawie danych. Te sekwencje poddano przyréwnaniu
strukturalnemu w oparciu o naktadanie sie domen z wykorzystaniem algorytmu STAMP
zaimplementowanego w pakiecie VMD (Humphrey 1996). Bazujac na tak otrzymanym
przyréwnaniu strukturalnym dokonano recznego udokfadnienia naktadania sekwenciji.
Wszystkie przyrdwnania czesciowe zostaty ztozone razem i recznie poprawione w oparciu
o wyniki analiz strukturalnych. Tak przygotowano ostateczne przyréwnania — sekwencji celu
do szablonéw — ktére stanowity dane wejsciowe do modelowania biatka w programie

Modeller.

3.1.3. Struktury biatek

Struktury biatek pobrano z bazy danych PDB na podstawie wyszukiwania PSI BLAST
poszczegbélnymi domenami biatek rosdlinnych DCL. Dodatkowo rozpatrywano biatka
o0 mniejszym podobienstwie sekwencyjnym ale o znanej funkcjonalnosci podobnej do

poszczegblnych domen analizowanych biatek DCL.

Tab. 3.1. Wykaz szablondw uzywanych jako wzorce do modelowania homologicznego AtDCL4.

Modelowana domena Nazwa PDB ID Zakres sekwencji
PAZ GiDCR 2qvw 150-251
DmAGO1 1rdk 32-423
HsAGO1 1si3 249-346
HsPIWIL1 307v 402-501
HsDCR 4ngd 914-1031
Helisa taczaca GiDCR 2qvw 242-340
HsDrosha 5b16 850-973
HsDCR 2ngd 1023-1053
AaRlIll 2nuf 14-44
MmDCR1 3cdb 1661-1193
RNAzy AaRlll 2nuf A: 4-148
B: 36-148
MmDCR1 3cdb A: 1650-1834
B: 1685-1834

Dodatkowo jako wzorce potozenia RNA wzgledem domeny PAZ postuzyty struktury:
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i) TtAgo (PDB ID: 3dIb) , TtAgo (PDB ID: 3dlh), HsAgo1l (PDB ID: 1si3), TtAgo (PDB
ID: 3f73), HsPIWIL1 (PDB ID: 307v), HsDCR (PDB ID: 4nha)

W tym przypadku poréwnywane byto zaréwno zakotwiczenie korica 3' RNA w kieszeni
PAZ, jak i rozktad potencjatu elektrostatycznego na powierzchni biatka w miejscu, gdzie

znajdowat sie 5’ koniec RNA.

ii) Struktury fragmentu obejmujgcego domeny PAZ, platforme i helise taczaca
biatka HsDCR w kompleksach z dsRNA (PDB ID: 4ngb, 4ngc, 4ngd, 4ngf, 4ngg,
4nh3, 4nh5 i 4nh6).

3.1.4. Programy komputerowe wykorzystane w badaniach

UNAFold (Markham 2008) zostat wigczony do programu AmiRNA Designer, ze wzgledu

na opcje przewidywania struktury dupleksu z dwéch nici RNA.

psRNATarget (https://plantgrn.noble.org/psRNATarget/home Dal 2011) byta uzywana

do weryfikacji zaprojektowanych czgsteczek amiRNA jako potencjalne srRNA.

Wszystkie przyréwnania sekwencji aminokwasowych biatek (lub ich fragmentéw) byty
prowadzone z wykorzystaniem dostepnych narzedzi internetowych CLUSTALW2 (Higins 1994,
Larkin 2007) oraz T-Coffee (Notredame 2000).

Programy BioEdit (Hall 1999) i GenDoc (Nicholas 1997) zostaty wykorzystane do

wizualizacji, edycji oraz oceny przyréwnan sekwencji biatkowych.

Jpred3 (http://www.compbio.dundee.ac.uk/www-jpred/, (Cole 2008)) i JUFO 3D
(http://www.meilerlab.org, (Meiler 2003)) uzyto do okreslania drugorzedowej struktury
biatka.

PCONS5 (Wallner 2005) na meta-serwerze Genesilico (Kurowski 2003) analizuje
zestaw modeli biatek i szuka powtarzajgcych sie trojwymiarowych wzordéw strukturalnych.

Wykorzystywany do wyszukania wzorcéw dla zadanych sekwencji modelowanych biatek.
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Modeller (Sali 1993) jest to program umozliwiajacy modelowanie homologiczne biatka.
Pozwolita na wygenerowanie struktury trzeciorzedowej biatka w oparciu o zadany szablon (lub

kilka) oraz zadane wiezy odlegtosciowe pomiedzy okreslonymi atomami.
MetaMOQAPII metaserver (Pawlowski 2008) wykorzystano do oceny struktur biatek.

Potencjat elektrostatyczny na powierzchni biatka zostat wygenerowany za pomoca

narzedzi pakietu PyMOL — APBS Tools (Baker 2001).

Oprogramowanie PDB2PQR (Dolinsky 2004, 2007) byto wykorzystywane do
przypisania czastkowych fadunkéw dla kazdego atomu na podstawie pola sitowego CHARMM

(Brooks 1983).

Stan protonacji reszt aminokwasowych zostat ustalony programem PROPKA przy pH

7 (Li 2005) .

KoBaMin (http://chopra-modules.science.purdue.edu/modules/kobamin/html
Rodriguez 2012) wykonuje minimalizacje struktury biatka w oparciu o potencjaty statystyczne

zbudowane w oparciu znane struktury biatek.

ProQ (https://prog.bioinfo.se/ProQ/ProQ.html Wallner 2003) w oparciu o cechy
strukturalne przewiduje jakos¢ modelu biatka. Oceniano za jego pomocg jako$¢é modeli biatek
(wyjetych z ich komplekséw z RNA) po kazdym etapie modelowania oraz dynamiki

molekularne;.

Podczas testowania i interpretacji wynikdow poszczegdlnych etapéw modelowania
biatka niezbedne byto wykorzystanie programéw pozwalajacych na wizualizacje plikéw
w formacie PDB: PyMOL (DeLano 2002), Swiss PDB Viewer (Guex 1997) oraz VMD (Humphrey
1996).

Programy do wizualizacji zostaty wykorzystane takze do wykonania ilustracji

zamieszczonych w rozprawie.

35



Materiaty i metody

3.2. Metody

3.2.1. Drugorzedowa struktura RNA

Do uzyskania drugorzedowej struktury RNA stosowano program UNAFold (Markham
2008). Jest to kompleksowy pakiet oprogramowania do przewidywania zwijania sie
jednoniciowego RNA Iub hybrydyzacji miedzy dwoma pojedynczymi niémi kwasow
nukleinowych. Nazwa pochodzi od ,Unified Nucleic Acid Folding”. Wykorzystuje sie tu
zatozenie, ze struktura czasteczki RNA o catkowitej najnizszej energii swobodnej, jako
najtrwalsza termodynamicznie, z najwiekszym prawdopodobiefdstwem jest odwzorowaniem
struktury rzeczywiscie wystepujgcej w organizmach zywych. Program ten jest pochodnag
programu mfold, ktéry do obliczenia minimalnej energii swobodnej (AG — wyrazang
w kcal/mol) wykorzystuje model najblizszego sgsiedztwa. Jego parametry zas oparte sg na

podstawie uzyskanych doswiadczalnie danych termodynamicznych.

Model najblizszego sgsiedztwa (NN model, ang. the Nearest-Neighbour model) zostat
pierwotnie opracowany w celu przewidywania energii swobodnej tworzenia sie podwadjnej
helisy DNA z dwdch rozdzielonych nici. PdzZniej zostat rozszerzony o zwijanie pojedynczej nici
DNA a takze RNA. Podstawg, na ktdrej opiera sie model najblizszego sgsiedztwa jest fakt, ze
energia tworzenia motywu strukturalnego (np.: pary zasad, niesparowania, wybrzuszenia czy
petli) zalezy nie tylko od jego sekwencji, ale takze od sekwencji w najblizszym sgsiedztwie.
Eksperymenty termochemiczne (topnien UV) pozwolity na skonstruowanie macierzy
motywow 2x2 nt, dla ktérych oznaczono energie tworzenia. Na energie motywu skfada sie
(i) tworzenie wigzan wodorowych pomiedzy resztami zasad azotowych, (ii) oddziatywania
warstwowe pomiedzy sgsiednimi zasadami z tej samej nici oraz (iii) spadek entropii uktadu.
W przypadku RNA, macierz motywdw nie jest ograniczona tylko do parowania typu Watson-
Crick, ale zawiera takze inne mozliwe pary, ktdre tworzg drugorzedowg strukture RNA. Model
NN jest wspierany eksperymentami kalorymetrycznymi oraz badania absorbancji UV. Pomiary
ciepta absorbowanego i emitowanego przez substancje chemiczng podczas jej ogrzewania
pozwalajg wnioskowaé¢ o entalpii i entropii jej powstawania. Szereg eksperymentow
wykonanych dla réznych sekwencji RNA i DNA umozliwit wyznaczenie wartosci entalpii

i entropii dla kazdego z motywow.
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W pracy wykorzystano nastepujgce parametry i predefiniowane skrypty:

e reguty energii: RNA(2.3) (Walter 1994)
® temperature 22°C.
e hybrid-2s.pl (dla dwdch sekwencji RNA)

e hybrid-ss-2s.pl (dla pojedynczej sekwencji RNA)

3.2.2. Dopasowanie sekwencji aminokwasowych

Przyréwnanie sekwencji biatek polega na znalezieniu podobieristw w sekwencjach
aminokwasowych dwdch lub wiecej biatek na catej dtugosci ich czgsteczki (dopasowanie
globalne) lub fragmentdéw (dopasowanie lokalne). W latach dziewiedédziesigtych na podstawie
przyréwnan wysoce spokrewnionych sekwencji i obserwacji wystepujacych substytucji
aminokwaséw opracowano macierze podstawien, w ktérych kazdej substytucji przypisano
okreslong wartos¢ prawdopodobienstwa, z jakg dany aminokwas moze by¢ wymieniony na
inny. Dodatnie wartosci odpowiadajg substytucjom, ktdérych prawdopodobieristwo jest
wieksze niz prawdopodobienstwo zdarzenia losowego, natomiast wartosci ujemne
— substytucjom o nizszym prawdopodobienistwie. Przerwom w przyréwnaniu sekwencji takze
jest przypisana wartos¢ liczbowa. Przerwy odpowiadajg insercjom i delecjom, ktérych
prawdopodobienstwo ewolucyjne jest stosunkowo niskie, wiec wartosci te sg ujemne i nosza
nazwe kary za wprowadzenie przerwy oraz kary za wydtuzanie przerwy. W oparciu o wartosci
z macierzy oraz kary za przerwy najlepsze dopasowanie wyszukiwane jest algorytmami, ktére
maksymalizujg wartos¢ miary przyréwnania. Mozna do tego zastosowac algorytmy doktadne
oparte na metodzie programowania dynamicznego (np. algorytm Needlemana i Wunscha
(Needleman 1970)) lub metody heurystyczne, dajgce rozwigzania suboptymalne. Ze wzgledu

na ztozonos¢ problemu w praktyce zazwyczaj stosuje sie metody heurystyczne.

Program CLUSTALW?2 (Higins 1994, Larkin 2007) stuzy do generowania dopasowan dla
wielu sekwencji biatek jednoczesnie. Algorytm opiera sie na dopasowaniu najbardziej
podobnych sekwencji (ang. neighbour joining), nastepnie dopasowuje sie kolejne sekwencje
0 coraz nizszym podobienstwie. Najpierw dokonywane sg obliczenia macierzy przyblizonej

odlegtosci miedzy kazdg parg sekwencji w oparciu o wyniki dopasowania sekwencji parami.

37



Materiaty i metody

Nastepnie algorytm wykorzystuje metode fgczenia sgsiedniego z ukorzenieniem w punkcie
srodkowym (ang. midpoint rooting), do utworzenia drzewa filogenetycznego, ktére jest
uzywane do generowania globalnego przyréwnania. Drzewo stuzy jako zgrubny szablon dla

okreslenia spokrewnionych grup, w obrebie ktérych insercje i delecje sg zblizone.

Innym wykorzystywanym w niniejszej pracy algorytmem jest T-Coffee (Notredame
2000). Takze jest to algorytm heurystyczny. Podobnie tworzona jest biblioteka dopasowan
zadanych sekwencji kazdej z kazda (zaréwno globalne jak i lokalne). Kazdej pozycji
w dopasowanych parach sekwencji przypisywana jest wartos¢ liczbowa, a nastepnie zliczane
sg analogiczne wartosci dla kazdej pary dopasowanych sekwencji. Wszystkie wartosci

sg dodatnie i nie ma potrzeby wprowadzania kar za przerwy — przerwa jest wartoscig zerowa.

Drzewo filogenetyczne analizowanych sekwencji roslinnych biatek DCL jest tworzone
wraz z ustaleniem optymalnego przyréwnania i zostato zaprezentowane w zatgczniku 5. Oba

programy uzywane byty w pracy jako narzedzia webowe z domysinymi parametrami.

3.2.3. Modelowanie struktur biatek

Generowanie trzeciorzedowych struktur biatek zostato przeprowadzone metoda
modelowania homologicznego z zastosowaniem oprogramowania Modeller (Sali 1994). Jako
ze sekwencje domen biatka AtDCL4 nie miaty duzego podobienstwa do sekwencji najlepszych
szablondéw, positkowano sie metodami ustalajgcymi struktury drugorzedowe, a nastepnie
wedtug nich poprawiano dopasowane. Modeller nie kopiuje z szablonu wspétrzednych
atomow tylko ustala odlegtosci i katy pomiedzy atomami, a nastepnie przenosi je jako wiezy
przestrzenne (ang. restrains) na odpowiednie atomy aminokwaséw modelowanego biatka
(wedtug zadanego dopasowania sekwencyjnego). Zaimplementowane w programie
mechanizmy poréwnujg je z idealnymi wartosciami dtugosci wigzan i katéw. Dodatkowo
W pracy zastosowano wiasne wiezy pochodzgce z analizy bioinformatyczne;j: (i) przewidywane
struktury drugorzedowe dla regionéw, ktére nie majg homologicznego odpowiednika
w szablonie, (ii) zaleznosci odlegtosciowe pomiedzy aminokwasami tworzgcymi centrum
katalityczne AtDCL4 pochodzgce ze struktury AA_RNAselll, (iii) fragmenty ocenione jako
wymodelowane poprawnie w programie I-Tasser. Model budowany jest tak, aby
zminimalizowa¢ naruszenie wszystkich wiezéw. W konicowym etapie budowy modelu
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przeprowadzana jest minimalizacja energii w polu sitowym CHARMM?22 (MacKerell 1998,
http://yuri.harvard.edu/), ktéra zapewnia poprawng stereochemie i korzystne oddziatywania

pomiedzy grupami funkcyjnymi.

|-Tasser (lterative Threading ASSEmbly Refinement) to narzedzie internetowe,
umozliwiajgce modelowanie biatka metoda przewlekania (ang. threading), na podstawie
podobienstwa krétkich fragmentéw modelowanej sekwencji do zdeponowanych w bazie
danych PDB struktur poznanych metodami eksperymentalnymi. Czesto wykorzystywany jest
w konkursach CASP. Jednakze wyniki modelowania struktury catego biatka ATDCL4 tg metoda
(a nawet poszczegdlnych domen) nie byty zadowalajgce, zatem program ten nie mogt stuzyé
jako gtéwne narzedzie do wygenerowania modelu. Mimo to dostarczyt kilku istotnych

wskazéwek, ktére zostaty wykorzystane jako dodatkowe wiezy dla Modellera.

3.2.4. Ocena modeli biatek

Ocena modelu dokonywana byta przez programy ProQ oraz MetaMQAPII (Pawlowski
2008). Programy te oceniajg jak bardzo fragmenty modelu biatka s3 podobne do znanych
struktur wystepujgcych w innych biatkach. Sprawdzajg miedzy innymi prawidtowos$¢ potozenia
poszczegblnych reszt aminokwasowych w kontekscie struktury (np. utozenie reszt
hydrofobowych wewnatrz struktury biatka). Metody te dopisujg do pliku ze strukturg modelu
dodatkowg kolumne ,B-factor” zawierajgcy liczbowa warto$é oceny poprawnosci kazdej
reszty aminokwasowej. W zaleznosci od wartosci tej liczby programy do wizualizacji
(np. PyMOL) przypisujag nieprawidtowo wymodelowanym fragmentom kolor czerwony,
a prawidtowo wymodelowanym — niebieski, oraz odcienie koloréw z6ttego i zielonego dla

wartosci posrednich.

3.2.5. Dynamika molekularna

W celu okreslenia stabilnosci otrzymanych modeli AtDCL4 zwigzanych z czgsteczkg RNA
zbudowane in silico kompleksy poddawano symulacjom dynamiki molekularnej wykorzystujgc
pola sitowe mechaniki molekularnej. Symulacja dynamiki molekularnej (MD) jest metoda

pozwalajgcg na badanie w czasie ewolucji uktadu atomow, ktérych zmiany potozenia
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i predkosci sg efektem przytozonego pola sitowego. Ruchy te mozna opisa¢ klasycznym
réwnaniem Newtona dla uktadu wielu czgstek. Rdwnania ruchu Newtona catkuje sie w bardzo
krotkich odcinkach czasu stosujgc np. algorytm Verleta (Verlet 1967). Pole sitowe to funkcja
energii potencjalnej oraz jej parametry (pochodzace z badan eksperymentalnych oraz
teoretycznych obliczen). Cztony pola sitowego obejmujg energie wigzan, katow, katow
torsyjnych, oddziatywania Van der Waalsa i oddziatywania elektrostatyczne. Parametry te sg
charakterystyczne dla rodzaju badanych czasteczek. Pola sitowe stosowane w badaniach

obiektow biologicznych to np. Charmm lub Amber.

Wynikiem symulacji dynamiki molekularnej jest trajektoria ruchu atomoédw,
przedstawiona jako zestaw struktur zapisanych w okreslonych odstepach czasu. Przyktadowe

parametry, stuzgce do analizy trajektorii i danych z MD to:

e wykres energii catkowitej, kinetycznej i potencjalnej w czasie, po zréwnowazeniu uktadu
powinny one fluktuowaé wokét statej wartosci.

® RMSD (ang. root mean square deviation) - srednie odchylenie kwadratowe wszystkich,
badZz wybranych, atomoéw biatka w czasie. Zazwyczaj wyznaczane jest wzgledem
konformacji poczatkowej lub struktury poznanej eksperymentalnie.

® wigzania wodorowe — ich ogdlna liczba i stabilno$¢ podczas symulacji lub wartosci
odlegtosci donor-akceptor, czy katédw donor-wododr-akceptor. Mogg one takzie

odzwierciedla¢ ogdlne wtasciwosci termodynamiczne uktadu.

Analiza drgan normalnych (ang. normal mode analysis, NMA) dostarcza informacji
o ruchach wokot struktury wejsciowej, ktora jest w potozeniu réwnowagi. Globalne ruchy
biatek (fluktuacje) generowane za pomocg drgan normalnych dobrze odwzorowujg ich
znaczenie funkcjonalne. Do analizy drgan normalnych wykorzystany zostat model sieci
elastycznej, w ktéorym oddziatywania pomiedzy elementami struktury modelowane s3 za
pomocg potencjatu harmonicznego. W przypadku analiz przeprowadzonych w tej pracy biatko
reprezentowane byto za pomocg atomoéw Ca. Na podstawie zbioru fluktuacji mozna
wyznaczy¢ drgania normalne, wykazujgce swego rodzaju wzorzec, gdzie pewne fragmenty

struktury poruszajg sie w tym samym kierunku w zgodnym czasie (Hinsen 2000).
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Analiza drgan normalnych (NMA) na potrzeby tej pracy zostata przeprowadzona
w aplikacji webowe émo, wykorzystujgcej model sieci elastyczne , Z domyslnymi
plikacji webowej EINé ykorzystujgcej model sieci elasty j (ENM), z domysInymi

parametrami (Li 2005, Suhre 2004).

Po kazdej dokonanej manualnie zmianie w strukturze wykonywano minimalizacje
energii i krotkg symulacje dynamiki molekularnej (MD) modyfikowanego fragmentu biatka
stosujgc pozycyjne wiezy harmoniczne ze stata sitowa 50.0 kcal-mol-1-A-2 na atomach Ca dla
pozostatej czesci modelu. Ostateczne wersje modeli komplekséw poddano relaksacji
obejmujgcej symulacje MD z zastosowaniem wiezédw harmonicznych ze statg sitowg 0.1
kcal-mol-1-A-2 na atomach Ca RNazy IIl (reszty 1117-1464 pomijajac fragmenty: 1140-1145,
1170-1232, 1272-1325 i petle 1403-1417) oraz statg sitowg 1.0 kcal-mol-1-A-2 dla atoméw
szkieletu RNA, w celu dopasowania domen PAZ i platformy do struktury RNA. Symulacje
prowadzono w programie CHARMM (Brooks 1983, 2009) oraz w polu sitowym
Charmm?22/CMAP dedykowanym dla biatek (MacKerell 1998, 2004) i polu sitowym Charmm?27
dedykowanym dla kwaséw nukleinowych (Foloppe 2000, Denning 2011) w modelu ciggtym
rozpuszczalnika w uogdlnionym modelu Borna, przy uzyciu metody GBSW (ang. Generalized
Born with a simple SWitching) zdomysinymi parametrami programu CHARMM (Im 2003, Chen
2005). W symulacjach MD w modelu rozpuszczalnika GBSW zastosowano dynamike Langevina

ze wspotczynnikiem tarcia 10 ps-1

3.2.6. Przygotowanie szkieletu amiRNA.

Uzyto komercyjnych plazmidéw pENTR4 i pMDC43 firmy Gateway System Invitrogen.

Genomowe DNA (gDNA) z Arabidopsis thaliana izolowano buforem MJ: (200 mM
TrisHCL (pH 7,5), 250 mM NaCl, 25 mM EDTA, 0,5% SDS). Catkowite RNA z Nicotiana
bentahamiana izolowano metodg TRIzolowg (Chomczynski 2006) i rozdzielano
elektroforetycznie na 1.5% zelu agarozowym. Barwiono bromkiem etydyny (0.5 pg/ml)
i analizowano z uzyciem systemu dokumentacji zeli Typhoon 8600 (dotgczone do niego
oprogramowanie ImageQuant stuzyto do oceny jakosciowej RNA.) Synteze pierwszej nici cDNA
przeprowadzano na 1 ug roztworu catkowitego RNA jako matrycy, z uzyciem startera oligo dT

i enzymu RevertAid M-MulLV Reverse Transcriptase (Fermentas) zgodnie z procedurg
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producenta. 1 pl matrycy (gDNA lub cDNA) wykorzystywano do reakcji PCR z 1 U Tag DNA

polimerazy (Fermentas) w catkowitej objetosci 20 pl zgodnie z procedurg producenta.

Do amplifikacji metoda PCR fragmentdw intronu uzyto nastepujgcych starteréow

wprowadzonych w miejscach rozpoznanych przez enzymy restrykcyjne:

Numer Nazwa Sekwencja 5’-> 3’

132 1NcoFor TTACCATGGGTAAACCAGCTGTAGCTAAA

133 1SalMIuR TTAGTCGACTATACGCGTGAAAATATGGGTTAACAAACAAAGG
134 2SalFor TAGTCGACACATCTGCTTTTTGAAAAGTTGTC

135 2BamRev TTAGGATCCTTAAAGGCTATTTCGAAGTCAGTC

136 3KpnFor TTAGGTACCATCAAACGAGTCTGCTACTATG

137 3EcoVRev TTAGATATCCTTCAAGAGCAATATCACGATG

146 GFP6s GGACGGAAACATCCTCGGC

Tab. 3.2. Wykaz starteréw uzywanych do reakcji PCR.

Pary starterdw, jakich uzywano do amplifikacji metodg PCR konstruktu ulegajgcego

ekspresji w N. benthamiana: 132.1NcoFor z 137.3EcoVRev oraz 134.2SalFor z 137.3EcoVRev

Reakcje PCR prowadzono w nastepujacych warunkach : pierwszy cykl: 94 °C, 1 min; 24
kolejne cykle: 94 °C, 40 sec; 58 °C, 30 sec; 72 °C, 30 sec, wydtuzanie koricowe: 72 °C, 5 min.
Nastepnie, 10 pl roztworu reakcyjnego analizowano elektroforetycznie w 0.9% zelu
agarozowym barwionym 0.5 pg/ml bromku etydyny. Zel skanowano aparatem Typhoon 8600

a oprogramowania ImageQuant uzyto do analizy jakosciowej.

Ekspresje przejsciowg in vivo prowadzono po inokulacji lisci Nicotiana benthamiana
roztworem Agrobaterium tumefaciencs transformowanych wektorem ekspresyjnym. Po 3, 5

i 7 dniach izolowano RNA z zainfekowanej tkanki.
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4. Wyniki i dyskusja

4.1. AmiRNA Designer

Jednym z pierwszych opisanych sposobdéw generowania amiRNA dostepnym do dzis$ jest
WMD3 z laboratorium Weigel’a (Schwab 2006). Jest to system dedykowany dla roslin.
Opracowano w nim zaréwno sposdéb wyboru sekwencji potencjalnych amiRNA jak
i biochemiczne procedury dostarczenia ich do komdrek roslinnych. Szkielet, w ktérym
umieszczone zostaje amiRNA przypomina prekursor charakterystyczny dla zwierzat. Sama
sekwencja amiRNA ma spetni¢ nastepujace kryteria dopasowania do genu docelowego:
(i) catkowite dopasowanie na pozycjach 2-12 amiRNA, (ii) 1 lub 2 niedopasowania na 3’ koricu
amiRNA oraz (iii) catkowita energia hybrydyzacji amiRNA do genu docelowego ma sie zawierac
w przedziale od -35 do -38 kcal/mol. Kilka innych zespotéw zajmujgcych sie bioinformatyka
zaproponowato alternatywne sposoby projektowania sekwencji zaréwno samego amiRNA jak
i regiondw je otaczajgcych (Baby 2012, Lagana 2014, Fahlgren 2016). W wiekszosci skupiaty
sie one wokot sekwencji amiRNA oraz energii swobodnej jakg wykazuje caty dupleks
mMiRNA:miRNA* (szerzej opisane w rozdziale Wyniki i Dyskusja). Inng nowg aplikacjg jest
P-SAMS: the Plant Small RNA Maker Suite (Fahlgren 2016). Jej algorytm opiera sie na

sekwencyjnym podobienstwie do miejsc natywnego oddziatywania miRNA.

Opisano préby wykorzystania sztucznych miRNA do uzyskania odpornosci na infekcje
wirusowe m.in. u pomidora i Arabidopsis thaliana. Jednakze wyciszanie — przy uzyciu réznych
metod projektowania sekwencji wyciszajgcych i odmiennych szkieletéw istniejgcych miRNA
— zachodzito z rozmaitg, trudng do przewidzenia wydajnoscig (Ai 2011, Vu 2013, Carbonell
2018). Sugeruje to istnienie jeszcze wielu niejasnosci w mechanizmie wyciszania gendéw
uroslin, a co wiecej potrzebe projektowania sekwencji sztucznych miRNA w oparciu
o termodynamiczne parametry, nie z poziomu catych czgsteczek RNA, ale z poziomu nizszego
poszczegdlnych par nukleotydowych, zarowno w dupleksie amiRNA z sekwencjg docelowg
(wyciszang) jak i w prekursorze amiRNA. Badania natywnych sekwencji i struktur prekursoréw
miRNA oraz analiza regiondw flankujgcych dupleks miRNA:miRNA* wskazaty potencjalne

fragmenty, na ktére warto zwrécic¢ baczniejszg uwage projektujgc sztuczne mate regulatorowe
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RNA. Szczegdlnie istotne wydajg sie same miejsca ciecia w prekursorze (prowadzace do
powstania dojrzatego miRNA) oraz odlegtosci do 20 nt przed i za miRNA (Miskiewicz 2017).
Dlatego w ramach niniejszej pracy powstata koncepcja opracowania nowego algorytmu do

projektowania amiRNA, uwzgledniajgca w/w przestanki.

Efektem niniejszej pracy doktorskiej jest program AmiRNA Designer, ktérego podstawowg
funkcjg jest projektowanie sekwencji sztucznych miRNA i miRNA* na podstawie cech
natywnych komodrkowych miRNA, ich prekursoréw i docelowych miejsc oddziatywania
(w dalszej czesci pracy miejsca docelowe bedg okreslane mianem ,target” w celu uproszczenia
zapisu, zwfaszcza w konteksécie dupleksu miRNA:target.) Metoda zaimplementowana
w programie dziata dwuetapowo. W pierwszym etapie analizuje sekwencje i drugorzedowe
struktury istniejgcych (i) prekursoréw miRNA oraz (ii) komplekséw miRNA:target, w celu
uzyskania dwodch profili termodynamicznych. Drugi etap obejmuje proces projektowania
sekwencji potencjalnych amiRNA dla zadanego genu i sprawdzanie ich zgodnosci z profilami

z pierwszego etapu.

Na koniec kazda z wygenerowanych przez program sekwencji jest przyrowywana do
transkryptomu Arabidopsis thaliana w celu znalezienia potencjalnych niespecyficznych
oddziatywan (ang. off-target). Wykorzystywany jest w tym celu skrypt napisany w jezyku Perl
przez dr. Agnieszke Rybarczyk. (rozdziat 4.1.4.3). Schemat dziatania programu przedstawia

Rys. 4.1.
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Rys. 4.1. Schemat dziatania programu AmiRNA Designer: Etap | analiza danych. Etap I
projektowanie nowych sekwencji.
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4.1.1. Analiza sekwencji miRNA

W celu okreslenia rozktadu nukleotyddéw w istniejgcych miRNA postuzono sie pulg 157
znanych sekwencji dojrzatych miRNA? (Zatacznik nr 1), pochodzacych z Arabidopsis thaliana,
wszystkich o dtugosci 21 nt. Uzyskane wyniki wykazaty, ze u prawie 70% wszystkich miRNA
pierwszym nukleotydem w sekwencji jest nukleotyd zawierajacy jako zasade azotowgq uracyl
(U1), a u ponad 40% dziesigty nukleotyd ma adenine (A10) (Rys. 4.2.). Ponadto, cytydyna na
trzynastej pozycji (C13) oraz guanozyna na dwudziestej (G20) wystepujg rzadziej niz wynika to

ze statystycznego prawdopodobienstwa obliczonego wg. rozktadu normalnego.

AU UAUUCC

UAAA UAU Aéﬁ

CCCUC cCCc g

-
5 1— -

Pozycja nukleotydu w sekwencji miRNA

Czestost wystepowania

weblogo.berkeley.edu

Rys. 4.2. Rozktad nukleotyddéw na poszczegdlnych pozycjach w 21-nt miRNA z A. thaliana.

Na podstawie uzyskanych danych statystycznych, zaproponowane zostaty cztery
pozycje w sekwencji targetu, zawierajgce (lub nie) okreslone nukleotydy. W zwigzku z tym, ze
sekwencje targetéw sg odwrotnie komplementarne do oddziatujgcych z nimi sekwencji miRNA
okreslenie ich pozycji wymaga przeliczenia za pomocg wzoru: pozycja w targecie =
22 - pozycja w miRNA. Pozycje ustalonych nukleotyddw stanowig pierwsze sito do filtrowania
fragmentéw potencjalnych miejsc docelowych w zadanym genie. Powyzsza analiza dla
sekwencji miRNA z Arabidopsis thaliana pozwolita na okreslenie nastepujgcych filtréw dla

potencjalnych miejsc docelowych wyciszanego transkryptu:

1. obecnosé A w pozycji 21
2. obecnos¢ U w pozycji 12
3. nieobecnosé¢ G w pozycji 9
4

nieobecnos¢ C w pozycji 2

! pochodzenie wszystkich sekwencji opisano w rozdziale Materiaty i Metody, za$ same sekwencje znajduija sie
rozdziale Zatgczniki na koncu niniejszej rozprawy.
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Parametry te sg opcjonalne i uzytkownik moze zdecydowaé, ktére z nich beda
stosowane, lub tez zdefiniowaé wtasne odmienne od wyzej wymienionych, oparte na analizie
miRNA pochodzacych z organizmu dla ktérego majg zosta¢ zaprojektowane nowe sekwencje
amiRNA i amiRNA*. Specyfikacja moze takze dotyczy¢ okreslonej tkanki, stadium rozwoju
w jakim konkretne miRNA ulegaja ekspresji lub dowolnego zestawu natywnych miRNA wedtug

wyboru uzytkownika.

4.1.2. Struktura drugorzedowa dupleksu miRNA:target

Do wyznaczenia pierwszego profilu termodynamicznego przez program AmiRNA
Designer wykorzystano sekwencje oddziatujgcych ze sobg miejsc docelowych (target) oraz
miRNA dla A. thaliana, dostepnych w bazie danych ASRP (Gustafson 2005). Zawarte sg tam
zarbwno pary sekwencji miRNA:target, ktérych oddziatywanie potwierdzono
eksperymentalnie bezposrednio u A. thaliana jak réwniez te, przewidziane komputerowo na
podstawie potwierdzonej homologii do par pochodzacych z innych roslin. Ze wszystkich
zdeponowanych tam par sekwencji do eksperymentu obliczeniowego wybrano miRNA
o dtugosci 21 nukleotyddw, zatem tylko takiej dtugosci sekwencje zostaty wygenerowane
przez program. Dtugos¢ sekwencji miRNA jest parametrem ustawianym przez uzytkownika
programu - mozna wybra¢ dowolng dtugos¢ fragmentu z zakresu 10-50 nt. Dodatkowo, aby
unikng¢ nadreprezentacji duzych rodzin miRNA oraz docelowych transkryptéw,
wyselekcjonowano jedynie unikalne (nieredundantne) sekwencje miRNA i targetéw.
Ostatecznie z 570 par podane kryteria spetniato 210 i one wtasnie zostaty wykorzystane do

stworzenia profilu termodynamicznego miRNA:target.

Gtdwnym parametrem w programie AmiRNA Designer, stuzagcym do opisania
duplekséw miRNA:target jest profil termodynamiczny. W celu uzyskania danych
termodynamicznych, niezbednych do dalszej pracy, wykonywana jest predykcja
drugorzedowych struktur dupleksdw miRNA:target za pomocg programu UNAfold. Nastepnie
analizowany jest rozkfad struktury 2D na poszczegdlne elementy wyrdznione w modelu NN,
dzieki czemu kazdej parze przypisuje sie zmiany energii swobodnej (AG). Jako, ze AG jest
okreslona dla elementéw zamknietych przez pary zasad nalezato opracowac sposéb

przypisywania wartosci do kazdej pozycji niezaleznie od tego czy wystepuje w niej sparowanie,
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czy tez jest to petla wewnetrzna lub wybrzuszenie jednostronne. Obliczone wartosci AG na
kazdej pozycji miRNA dla wszystkich analizowanych struktur —wraz z rozktadem statystycznym
przedstawionym jako wykres pudetkowy — stanowig referencyjng baze dla nowych sekwencji

projektowanych w dalszych etapach dziatania

termodynamicznym miRNA:target” (Rys. 4.3.).

(low/|eay) OV 350UEM
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minimalnych

z Arabidopsis thaliana.

Pozycja nukleotydu w sekwencji miRNA wraz z 10 nt

poprzedzajgcymi miRNA i nastepujgcymi po nim.

Rys. 4.3. Wykres profilu termodynamicznego dla dupleksu miRNA:target wygenerowany przez
Profile termodynamiczne przedstawiono na wykresie pudetkowym (ang. boxplot).

Ciemnoszarym kolorem oznaczono 11 nt miRNA, za ktérym nastepuje przeciecie sekwencji targetu.
Gérna i dolna scianka pudetka stanowig odpowiednio pierwszy i trzeci kwartyl. Wewnatrz

pudetka zaznaczono mediane. Konce wasow odnoszg sie do wartosci

program AmiRNA Designer dla analizowanego zestawu sekwencji

i maksymalnych.
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Otrzymany profil wykazuje kilka istotnych cech, ktére zostaty wykorzystane w dalszych
etapach. Najistotniejszy wydaje sie by¢ centralny region miRNA, pomiedzy 10
a 11 nukleotydem, gdzie zachodzi ciecie transkryptu przez biatko AGO1. W tym miejscu profil
termodynamiczny wykazuje lokalne minimum AG, co oznacza silniejsze oddziatywanie
czgsteczek miRNA i targetu w srodkowym regionie. Dodatkowo mozna wyrdéznic jeszcze dwa
lokalne minima pofozone odpowiednio w okolicy 3-4 nukleotydu miRNA oraz 16-17
nukleotydu. Ponadto, gdy rozpatrzymy usredniong energie swobodng sumaryczng dupleksu
dla potowy z konica 5’ (fragment odpowiadajgcy 1-10 nt miRNA) oraz osobno dla potowy
z konca 3’ (fragment odpowiadajacy 12-21 nt miRNA), widoczna jest miedzy nimi rdznica
w intensywnosci oddziatywania. | tak odpowiednio wartos¢ AG dla potowy 5 wynosi -2,04
kcal/mol, natomiast dla potowy 3’ wiecej, bo -1,83 kcal/mol. Moze to sugerowac niewielkg
analogie do zwierzecych miRNA, gdzie obserwowany jest region “seed” ok. 7 nt z 5’ konca
mMiRNA o duzym sparowaniu podczas gdy reszta miRNA wykazuje znacznie stabszg

komplementarno$é do docelowej sekwencji transkryptu (Lim 2003).

Ponizej przedstawiono zrzut ekranu z programu AmiRNA Designer z przeliczonymi
wartosciami AG przyporzadkowanymi do kazdej pozycji miRNA dla dupleksu miRNA:target
(Rys. 4.4.). W opisie zawarte sg identyfikatory miRNA oraz numery gendéw z ktérymi tworza

pare.

Rys. 4.4. Wartosci AG przeliczone w programie AmiRNA Designer dla dupleksu miRNA:target.
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4.1.3. Struktura drugorzedowa prekursora miRNA

Do otrzymania drugiego profilu — analogicznego do opisanego w poprzednim rozdziale
— wykorzystano sekwencje prekursorébw miRNA dostepnych w bazie danych MiRBase
(Griffiths-Jones  2008). Zdeponowane tam sekwencje nie stanowig pre-miRNA
(charakteryzujgcego sie tym, ze jeden z jego korncow (3’ lub 5’) jest takze koricem miRNA),
a czesto sg przedtuzone o kilka-kilkaset nukleotydéw z obu koncéw pre-miRNA. Nie s3 to
jednakze petne sekwencje pri-miRNA — ktére stanowig dojrzaty transkrypt zaczynajacy sie
czapeczka na 5 koncu i ogonem poliadenylowym na 3’ koncu. Predykcji struktury 2D
dokonywano dla catej dostepnej sekwencji prekursora miRNA, a nastepnie w dalszej analizie
uwzgledniany byt fragment zawierajagcy miRNA:miRNA* przedtuzony o ok. 10 par nukleotydéw
poprzedzajgcych miRNA oraz nastepujgcych za nim. Podobnie jak w poprzednim etapie,
zestaw sekwencji dla naszego eksperymentu zostat ograniczony do prekursoréw, z ktérych
pochodzg miRNA o dtugosci 21 nukleotyddw, i sktadat sie ze 157 dupleksdéw miRNA:miRNA*
pochodzacych z A. thaliana. Jednakze program AmiRNA Designer umozliwia analize
fragmentéw o dtugosci od 10 do 50 nukleotyddw, a uzytkownik moze zadecydowac czy chce

ograniczy¢ sie do jednej dtugosci, czy przeanalizowac ich kilka.

Otrzymany profil termodynamiczny wykazuje cechy odmienne do otrzymanego
w poprzednim kroku profilu miRNA:target. Podobnie jak to zostato wykazane w badaniach dla
innych organizmow zaobserwowano wyzszg Srednig wartos¢ AG dla pierwszej pozycji miRNA
anizeli dla ostatniej (Khvorova 2003, Krol 2004). Sugeruje to mniejszg stabilnos¢ 5’ konca
miRNA, co uwaza sie za ceche umozliwiajagcg odrdznienie nici miRNA od miRNA*
i pozostawienie wtasciwej czasteczki w kompleksie efektorowym RISC. W odrdznieniu od
profilu miRNA:target, nie wystepuje tu w czesci centralnej lokalne minimum, ale wartos¢
energii swobodnej trzech srodkowych pozycji jest wyzsza niz sgsiednich. Ponadto lokalne

minima wystepujg na obu koricach miRNA.

Obliczone wartosci AG dla wszystkich dostepnych struktur — wraz z rozktadem
statystycznym przedstawionym jako wykres pudetkowy — stanowig referencyjng baze dla
nowych sekwencji projektowanych w dalszych etapach dziatania programu AmiRNA Designer,
zwang dalej ,profilem termodynamicznym prekursora”. Rys. 4.5 przedstawia wykres

pudetkowy wygenerowany przez program AmiRNA Designer zawierajgcy wartosci AG
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przyporzadkowane do kazdej pozycji miRNA dla pre-miRNA (Rys. 4.5.). Gorna i dolna $cianka

pudetka stanowig odpowiednio pierwszy i trzeci kwartyl. Wewnatrz pudetka zaznaczono

mediane. Korice wgsow odnoszg sie do wartosci minimalnych i maksymalnych.
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Rys. 4.5. Wykres profilu termodynamicznego dla prekursora miRNA wygenerowany przez

program AmiRNA Designer dla analizowanego zestawu sekwencji z Arabidopsis thaliana. Szarym

kolorem zaznaczono pozycje 1-21 w sekwencji miRNA.

Ponizej przedstawiono zrzut ekranu z programu AmiRNA Designer zawierajgcy

przeliczone wartosci AG przyporzagdkowane do kazdej pozycji miRNA dla struktury prekursora

miRNA (Rys. 4.6.).
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Rys. 4.6. Wartosci AG przeliczone w programie AmiRNA Designer dla prekursora miRNA
w analizowanym zakresie -10 nt, miRNA, +10 nt. Pozycje 22-24 nie zawierajg wartosci poniewaz
w analizowanym zestawie uwzgledniono wytgcznie miRNA o dtugosci 21 nt.

4.1.4. Opis dziatania programu

4.1.4.1. Etap | Analiza danych

Pliki wejSciowe sg przetwarzane w nastepujacych parach: zbiér danych 1 (Tab. 4.1) ze
zbiorem danych 2 (Tab. 4.2), w celu stworzenia profilu termodynamicznego miRNA:target, zas
zbiér danych 1 ze zbiorem danych 3 (Tab. 4.3), do utworzenia profilu termodynamicznego

prekursora. Proces przedstawiono graficznie na Rys. 4.7.
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Rys. 4.7.Schemat przedstawiajgcy dziatanie Etapu | AmiRNA Designer.

W pierwszej parze (zestaw 1 + zestaw 2) identyfikowane sg miRNA wystepujgce w obu
plikach: w pliku z zestawu 1 nazwy miRNA wyszukiwane sg w kolumnie "ID", w pliku z zestawu
2 przeszukiwana jest kolumna ,Locus”. Znaleziona sekwencja miRNA i jej target sg tgczone
w pare oraz wydtuzane o sekwencje stabilizujgce GCG i CGC na obu koncach - zapobiega to
hybrydyzacji miRNA:target w inny niz natywny sposéb oraz ich przesunieciu sie wzgledem
siebie podczas predykcji struktury drugorzedowej. Zbidr wszystkich dopasowanych par
miRNA:target stanowi dane wejsciowe narzedzia AmiRNA Designer. W kolejnym kroku
program UNAfold, zintegrowany z AmiRNA Designerem, przewiduje drugorzedowg strukture
dupleksu miRNA:target oraz wyznacza parametry energetyczne przewidzianego modelu
czgsteczki. W sktad UNAfolda wchodzi szereg skryptow, ktdre sg uruchamiane sekwencyjnie

za pomocg nastepujgcych polecen:
hybrid-2s.pl, "--temperature=22 seql seq2”
ct-energy.exe, "--verbose --temperature=22 seql-seq2.ct"
ct-energy-det.pl

Skrypt hybrid-2s.pl oblicza minimalng energie hybrydyzacji dwdch sekwencji

wejsciowych zapisanych w dwéch oddzielnych plikach w formacie FASTA. Dodatkowym

53



Wyniki i dyskusija

argumentem wejsciowym jest temperatura, ktéra stanowi punkt odniesienia dla energii
hybrydyzacji. Skrypty ct-energy.exe oraz ct-energy-det.pl stuzg do wyznaczania energii
wigzan. Zwracajg one dane wyjsciowe w formacie ASCIl lub HTML. Otrzymane dane wyjsciowe
zostajg przekazane do parsera, ktory transformuje kolejne elementy sparowanej sekwencji

zgodnie z przyjetym w algorytmie modelem teoretycznym.

W drugiej parze plikow (zestaw 1 + zestaw 3) sekwencje z pliku microRNA s3 dobierane
na podstawie dopasowania danych z kolumny , Accession” z zestawu 1 z kolumng ,,miRBase
accession number” z pliku z zestawu 3. Umozliwia to precyzyjng lokalizacje miRNA w jego
prekursorze. Komputerowa predykcja struktury drugorzedowe] (program UNAfold)
przeprowadzona jest dla catej dostepnej sekwencji prekursora miRNA. Nastepnie z otrzymanej
struktury wycinany jest i poddawany dalszej analizie fragment zawierajgcy miRNA,
przedtuzony o 10 nt (lub maksymalng liczbe nukleotyddéw, jaka jest dostepna w sekwencji
z bazy danych) przed i za sekwencjg miRNA. Tak przedtuzony fragment miRNA jest zazwyczaj
sparowany w duzym stopniu i rzadko wystepuja w nim duze zaburzenia - jak
wielonukleotydowe wybrzuszenia, czy rozgatezienia, ktore czesto znajdujg sie w catkowitej

strukturze prekursora.

Przetwarzanie danych z tego zestawu przebiega sekwencyjnie. Kazda sekwencja z listy
wejsciowej jest zapisywana do pliku. Nastepnie uruchamiane sg trzy skrypty programu
UNAFold w kolejnosci: (1) hybrid-ss-2s.pl, (2) ct-energy.exe, (3) ct-energy-det.pl:

hybrid-ss-2s.pl, "--temperature=22 seql"

ct-energy.exe, "--verbose --temperature=22 seql.ct”

ct-energy-det.pl

Skrypt hybrid-ss-2s.pl przyjmuje jako argument wejsciowy jedng sekwencje, ktdérg jest

cata dostepna sekwencja prekursora, a nie tylko 21-elementowy dupleks. Skrypty

ct-energy.exe oraz ct-energy-det.pl dziatajg tak samo jak dla pary zestaw 1 + zestaw 2.

Powyzsza procedura uzasadniona jest tym, ze predykcja struktury wytgcznie fragmentu
sekwencji, mogtaby prowadzi¢ do przesunieé i uzyskania szczegétéw termodynamicznych dla

innych duplekséw niz natywne.
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Tab. 4.1. Struktura zestawu danych nr 1.

‘Accession| 1D

MI0D05386| miR830

Sequence
CAGAGUCUCGCUAGUGUCUUUACUAAACACASAAUCUGUARAC
GCCUCGAUCUCCUCUUCUCCAAAUAGUUUAGGUUAGCUGACA
UAUAAUAAUUCAAUAGACCCCAGUUUCUCCAGAUAACCUAACY
AUUUUGAGAAGAAGUGAACGAAGAGCEAUUACAAGUIUAGGA
GAGUGCUUGAAUUUUGAAGAACAUCG

Maturel_Acc Maturel_I[

MIMATO004247 [ miR830*

Maturel_Seq

UCUUCUCCARAUAGUUUAGGUU

Mature2_Acc

MIMATO004248

Mature2_ID

miR830

Mature2_Seq

UAACUAUUUUGAGAAGAAGUG

MI0D05387| miR831

GCACAAUGCGGACAGU GCUACAAGAAGAGAUUUAUAGAGUCU
UAAGAGUCUL/ GUACH u UGAALICA
CCAARACAAGUGGUUUUGGUUUGUGAAUCACCAARACAAGUG
GUUUUGGUUUGUGAAUCAGUAUGGUUUACCCAAAACACUUG

UUUGGUGUGUUUACUUCUGAUCUCULCGUACUCUUCUUGCG
AUUCUAUGACACUCUACAUGUAACAUCGGCAUGGUUUACCAA

AARGCCU

MIMATO004248| miRg831

UGAUCUCUUCGUACUCUUCUUG

MI0D05388| miR832

AAGAAAGAAAMAAUAAGUGACAAGUAACAAACAUGAGARAGG
UGAAACUUGIUGGGAUCGGEGAAUCGAAAGAUCCGARAGLCAG
UCUUUAGAGGAUUCUGAACGEGLUAGUGASAGUAAACUUGU
GAUGUGACCAUAUUGUGCAAUAUGAAUGUAAGUUGGUGGU
GUGGUCAUCUCACAAGGUGGECUAAGUCAUCUCACULAUULUC
UUAACGAAAGCAUCAGCCCGUUUAGCAUCAUCUUCUUGAAGC
UUGCCUUUCGCAUCUUUUGAUUCCCAAUCCAAGCAAGGUUCAL|
CUUUUUUUUUGCCAUGACCUUUACAAAAUAUCCARALUUUUG

MIMATO004250 | miR832-5p

UGCUGGGAUCGGGAALCGAAN

MIMATO004251

miRg32-3p

UUGAUUCCCAAUCCAAGCAAG

MI0D05389| miR833

GGACGUAGAUGGUACUCUUACAGAUGGUGAUCGUGAAAACA
AACGGAGGAGUUUGUUUGUUGUACUCGGUCUAGUUCARACT
AAAACAUCUUUGCAAAUAUGUAUGGUUUGAGCUAGACCGAY
GUCAACAAACAAGCUGCUUCGUUUGUAUUCACCAUCAACAUCU
UUAAGAAACGCUGCACCACUC

MIMAT0004252 | miR833-5p

UGUUUGUUGUACUCGGUCUAGU

MIMAT0004253

miR833-3p

UAGACCGAUGUCAACAAACAAG

MI0D053%0| miR834

UACAACAUAUGUUACCAGUUGUGCUAUCAUUUUUUUCAGCGA
CAGCCAAAAUCACCACCGCUUCUGCUACGAACAUGUUAAGCCAL
COUUUUAACCGUUGCUGCCACCACUAUUACGGCCAUCACAAGA
AAAUUCAUGCAAGUGGAAACGGUGAUAGUAGCAGCUGGUAL
GACACGUUGGUAGCAGUAGCGGUGGUAAUGCCGAUAGCGUG
AGCGGCAAUGGAAGCAUUGGUGGUGUCAGAAGCAGUCA

MIMATO004254| miRE34

UGGUAGCAGUAGLGGUGGUAA

MI0005391| miR835

UGCUCGAUUCUUCAGAUAGAAAUUCUGGEUCAUCUUUGUGUU
UAGGCUUUUUCUUGCAUAUGUUCUUUAUCUCUAUUGAUUGA
UAUUGUUCAAUGAGCAACAUACUUUUCUCUUCUACCUGGAUU
UGUUUGAUGGUUUUAAGAACUCUGUUCUUUUUGACGUUUY
ACCCAACAAUAUAACUUCUGUUGUAGUCAUCUUCUGCUGCAAC
CCAUCCACAAAGCUUAUCAUGCAAGAUUAAACCCUUUCUCGAU
GGGUUGCAAGAGAACAUCACUAAAAUAGAAGUAACAUUGUUG
GEGAAAMACGUCACAAAUCCAGGUAUUAGAGAAUAGGAUGCU
GAUCGUUGAASALUAACUAUCUAUAAAGALGGAGAAGAUACGT
AAGAAAGAGUUGUAAACACAAAGT

MIMAT0004255 | miR835-5p

UUCUUGCAUAUGUUCUUUAUC

MIMATO004256

miRg3s-3p

UGGAGAAGAUACGCAAGAAAG

Informacja, zawarta w zestawie danych nr 3, o tym czy miRNA znajduje sie w 3' czy tez

w 5' ramieniu prekursora ma szczegdlne znaczenie, poniewaz we wszystkich etapach analizy

sekwencje sg przetwarzane od 5 'do 3' korica miRNA. W przypadku miRNA pochodzacych

z ramienia 3’ prekursora analiza catej sekwencji w kierunku 5’ do 3’ prowadzitaby do ustalenia

parametréw dla miRNA* zamiast wtasciwego miRNA.

Tab. 4.2.

Struktura zestawu danych nr 2.

Gene (Gene Name| Locus Sequence Transcript Start | Transcript End | Chromosome | Genome Start | Genome End
AT2G33810 SPL3 miR156a,b,c,defg VUGCUUACUCUCUUCUGUCA JBE 805 2 14312953 14312972
AT1G27360 miRl56a,b,c,defgh:miRl57a, GUGCUCUCUCUCUUCUGUCAA 1252 1272 1 9503604 9503624
AT1G27370 miRl56a,b,c,defgh:miR157a, GUGCUCUCUCUCUUCUGUCAA 2367 2387 1 9508046 9508066
AT1G53160 SPL4 miRl5Ga,b.c.defgh:miRl57ab.cd CUGCUCUCUCUCUUCUGUCAY 591 Bl 1 19810757 19810777
AT1GEI170 miRl56a,b,c,defgh:miRl57abcd GUGCUCUCU CUCUUCUGUCAG 1266 1286 1 26010393 26010413
AT2G42200 miRl5Ga,b.c.defgh:miRl57ab.cd GUGCUCUCUCUCUUCUGUCAA 936 956 2 17396143 17396163
AT3G57520 miRl56a,b,c,defgh:miRl57abcd GUGCUCUCUCUCUUCUGUCAA 784 804 3 21456419 21456439
ATSG43270 SPL2 miRl56a,b,c,defgh:miRl57a, GUGCUCUCUCUCUUCUGUCAA 1185 1205 5 17380488 17380508
AT5G50570 miRl56a,b,c,defgh:miRl57abcd GUGCUCUCU CUCUUCUGUCAL 1035 1055 5 20601044 20801064
ATSG50670 miRl5Ga,b.c.defgh:miRl57ab.cd GUGCUCUCU CUCUUCUGUCAL 1024 1044 5 20634654 20834674
AT3G15270 SPLS miR156a,b,c,defg:miR157d CCGCUCUCUCUCUUCUGUCA 842 B61 3 5141124 5141143
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Tab. 4.3. Struktura zestawu danych nr 3.

miRbase accession mumber Mature miRNA sequence Precursor start Precursor end Polarity Length of miRNA
MIDODO1E4 UUGACAGAAGAUAGAGAGCAC 4 24 Sprim 21
MID000185 UUGACAGAAGAUAGAGAGCAC 19 39 Sprim 21
MID000186 UUGACAGAAGAUAGAGAGCAC 24 44 Sprim 21
MID0D0189 UUUGGAUUGAAGGGAGCUCUA 163 183 3prim 21
MI0000120 UGCCUGGCUCCCUGUAUGCCA 4 24 Sprim 21
MIO000191 UGCCUGGCUCCCUGUAUGCCA 5 25 Sprim 21
MID0D0192 UGCCUGGCUCCCUGUAUGCCA 5 25 Sprim 21
MID000193 UCAAUGCAUUGAAAGUGACUA 38 58 Sprim 21
MIDD00193 47 &7 UGAAAGUGACUACAUCGGGGEU 47 67 Sprim 21
MID000124 UCGAUAAACCUCUGCAUCCAG 29 109 3prim 21
MID000195 UCGAUAAACCUCUGCAUCCAG 79 95 3prim 21
MIO0D0197 UGGAGAAGCAGGGCACGUGCA 19 39 Sprim 21
MI0000193 UGGAGAAGCAGGGCACGUGCA 3 23 Sprim 21
MID000199 UCGGEACCAGGCUUCAUCCCCC 86 106 3prim 21
MIO000200 UCGGEACCAGGCUUCAUCCCCC 137 157 3prim 21

W eksperymencie obliczeniowym wykonanym w programie AmiRNA Designer na
potrzeby tej pracy wykorzystano zestawy danych jak opisano powyzej. Uzytkownik moze
jednakze wprowadzi¢ wlasne dane pochodzgce z innego organizmu. Zachowanie formatu

wszystkich  plikéw  wejsciowych jest konieczne do tworzenia nowych profili

termodynamicznych.

Ponizej przedstawiono zrzut ekranu z programu AmiRNA Designer (Rys. 4.8.).

-
‘5, miRNA Studio

File Perspective

FAST2 | AmiRNA

-~

Description:

Nucleatide:

Type:

Position:

oa@CcOcOu

7 allowed @ not allowed

3

[

€3 Add

Nucleotide  Position

A 21 v

u 12 v

C 2 v

G ] v

Description

clean

{ f.f/ P Q Load File l

gi|186516233|ref|NM_202954.3| Arabidopsis thaliana guanine nucleatide-binding
protein subunit beta (AGB1) mRNA, complete cds

SEQUENCE:
UAGUCUCAGGUCAGAGAAGCCAUCAUCAACAUUCAACAAGAGAGCCGUGUUUGUGUCU
UGACUGAUUCUUCUCUCAAGCUUUUUUAAUCUCUCUCUCUUUUCCCACGUAAUUCCCCC
AAAUCCAUUCUUUCUAGGGUUCGAUCUCCCUCUCUCAAUCAUGAACCUUCUUCUCUUCY
AGACCCCACAAAGUUUCCCCCUUUUAUUUGAUCGECGACGGAGAAGCCUAAGUCUGAUC
CCGGEAAUGUCUGUCUCCGAGCUCAAAGAACGCCACGCCGUCGCUACGGAGACCGEUUAAY
AACCUCCGUGACCAGCUUAGACAGAGACGLCUCCAGCUCCUCGAUACCGAUGUGGCEAG
GUAUUCAGCGGECGECAAGGACGUACUCGGEGUGAGCUUCGGAGCAACGGAUCUGGUUUGY
UGUCGUACUCUUCAGGGACACACCGGAAAGGUUUAUUCAUUAGAUUGGACACCGGAGA
GEAACCGGAUUGUCAGUGCAUCUCAAGAUGGGAGAUUAAUCGUGUGGAAUGCUCUAAL
GAGUCAGAAAACUCAUGCUAUUAAACUCCCUUGUGCAUGGGUUAUGACAUGUGCUUUC
UCUCCAAAUGGUCAGUCGGUUGCGUGUGGUGGAUUAGACAGUGUAUGUUCUAUCUUUA
GLCUUAGCUCAACGGCGGACAAGGAUGGAACUGUACCGGUUUCAAGAAUGCUCACUGG

UCACAGGGGAUAUGUUUCGUGCUGUCAGUAUGUCCCAAAUGAGGAUGCCCACCUUAUC —

ACCAGUUCAGGUGAUCAAACUUGUAUCUUAUGGGAUGUAACUACUGGUCUCAAAACUL
CUGUUUUUGGCGEUGAAUUUCAGUCUGGACAUACUGCUGAUGUACUAAGCGUCUCAAL
CAGUGGAUCAAACCCAAACUGGUUUAUAUCUGGUUCAUGCGAUUCCACAGCACGGUUG
UGGGACACUCGUGCUGCAAGCCGAGCAGUGCGUACCUUUCAUGGUCACGAGGGAGAUG
UUAAUACGGUCAAGUUCUUUCCGGAUGGGUAUAGAUUUGGGACUGGAUCAGACGAUGE
AACAUGCAGGCUGUAUGACAUAAGGACUGGUCACCAACUCCAGGUCUAUCAGCCACAUG
GUGAUGGUGAGAACGGACCUGUCACCUCCAUUGCAUUCUCUGUGUCAGGEGAGACUUCY

€ ——

Rys. 4.8. Zrzut ekranu z programu AmiRNA Designer. Parametry sekwencyjne oraz sekwencja

wyciszanego genu, dla ktdrej zaprojektowane zostaty amiRNA i amiRNA*..
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4.1.4.2. Etap ll Projektowanie amiRNA

W drugim etapie — projektowania amiRNA — do wyciszenia docelowego genu,
sekwencja transkryptu zostaje przedstawiona w postaci fragmentéw o dtugosci 21 lub 20
nukleotyddw, pokrywajgcych jg 20-krotnie z przesunieciem o jeden nukleotyd. Sekwencje te
sg traktowane jako potencjalne miejsca docelowe dla amiRNA. Ich liczba moze by¢
zmniejszona przez zastosowanie filtrow sekwencji uzyskanych w etapie statystycznej analizy
dostepnych sekwencji miRNA. Jednakze nie jest zalecane stosowanie zbyt wielu lub zbyt
restrykcyjnych filtréw, gdyz z bardzo niewielkiej puli sekwencji trudno jest otrzymac
wystarczajgcg  ilos¢ wynikdw (przekraczajagcg 3 amiRNA). Kolejnym krokiem jest
wygenerowanie sekwencji odwrotnie komplementarnej dla kazdego z pozostatych po
filtrowaniu fragmentow genu docelowego, w celu uzyskania pierwotnej sekwencji amiRNA.
Zazwyczaj amiRNA s3 tak zaprojektowane tak by U znajdowato sie na pozycji 1. Uzytkownik
moze wybraé filtr A21 w miejscu docelowym lub skrécié je do diugosci 20 nukleotydéw
a w zamian doda¢ nukleotyd A na koricu. Wprowadza to U na pierwszej pozycji amiRNA (opcja
U-force). Reguty programu pozwalajg ustawi¢ dowolny nukleotyd na kazdej, wybranej pozycji
amiRNA jako wymuszony lub zabroniony. Nastepnie przeprowadzana jest predykcja struktury
drugorzedowej dupleksu, z ktdrej dokonany zostaje rozktad na parametry termodynamiczne
modelu NN. Wartosci energii swobodnej zostajg przeliczone zgodnie z ustalonymi zasadami
identycznie jak przy generowaniu profilu termodynamicznego na etapie analizy danych
wejsciowych. Wyniki poréwnywane sg z profilem termodynamicznym miRNA:target

wygenerowanym poprzednio. Proces przedstawiono graficznie na Rys. 4.9.
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l Sekwencja targetu

Sekwencje 20 lub 21 nt

— Filtrowanie sekwencyjne

Dodanie sekwencji
komplementarnej

Poréwnanie kazdej pary
sekwencji z profilem

" - miRNA: target
R-ﬁ'"“-—l-/ ) z Etapu |
Al Relaksacj
Zmiany A > Glub C> U elaksacja

- - Zmodyfikowane sekwencje
- amiRNA

Rys. 4.9. llustracja etapu projektowania amiRNA.

Nastepujace warunki muszg by¢ spetnione by pojedyncza sekwencja amiRNA zostata
akceptowana: (i) wszystkie wartosci AG na kazdej pozycji muszg zawieraé sie w zakresie
pierwszego i trzeciego kwartyla; (ii) zmiana aktualnej wartosci energetycznej nie jest ujemna
podczas gdy trend mediany profilu na odpowiadajgcych pozycjach jest rosnacy (lub tez nie jest
dodatnia gdy trend mediany profilu jest malejgcy); (iii) jezeli energia swobodna co najmniej
jednej pary zasad analizowanego dupleksu przekracza trzeci kwartyl, sekwencja jest
odrzucana. Zdarza sie, ze na niektérych pozycjach w analizowanej strukturze wigzanie jest zbyt
silne w stosunku do profil - wowczas trend mediany profilu rosnie, jednak aktualna wartos¢
energii AG jest zbyt niska (Rys. 4.10.A). W takich przypadkach nukleotyd projektowanego
amiRNA na tej pozycji powinien by¢ wymieniony. Stworzylismy termin "relaksacja", aby opisaé
te sytuacje. Relaksacja pozwala na tworzenie par GU, ktdre czesto wystepujg w strukturach

RNA. Modyfikacja kanonicznej pary zasad do pary GU powoduje mniejszg destabilizacjg
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dupleksu RNA niz wprowadzenie innych par niekanonicznych — uznawanych tu za
niedopasowanie (np. UU). Zatem dozwolone substytucje w sekwencji amiRNA, ktére mogg by¢
wprowadzane s3 nastepujace: A 2 G i C 2 U, co powoduje odpowiednio powstanie par GU
i UG w dupleksie amiRNA:target. Jesli analizowang parg jest GC lub UA i zmiana nie jest
mozliwa, to sprawdzane jest, czy w nastepujgcej po niej parze zasad moze zostaé
wprowadzona relaksacja energii (Rys. 4.10.B). Zaréwno liczba dozwolonych par GU (domyslnie

3), jak i minimalna odlegto$¢ miedzy nimi (domysinie 5) sg definiowane przez uzytkownika.

A . numer nt
12 3 4 5 6 7 8 9 10 ...21

Przypadek nr1i3:

- Trend wartosci aktualnych AG niesprzeczny z trendem
mediany AG profilu

- Wartosé aktualna AG zawiera sie w Srodkowych 50%
T 1 wartosci AG profilu

PARA POZOSTAIJE BEZZMIAN

o
< Przypadek nr 2:
3 Oddziatywanie zbyt mocne: Trend mediany AG profilu
rosnie a trend wartosci aktualnych AG spada. Dang
4 pare nukleotydows (lub kolejng) moina ,rozluznic”.

DOZWOLONE MODYFIKACIE:
C—> U, orazA2G
tworza niekanoniczne pary GU

B. AG Free-Energy Decomposition AG Free-Energy Decomposition
Original After modification
1 2,83 | External closing pair is G*-C*" 1,59 | External closing pair is G*-C*"
2 -1,13 | External closing pairis AU -1,15 |External closing pair is g-U"

Rys. 4.10. llustracja sposobow okreslania miejsc, w ktére mogg zosta¢ wprowadzone
substytucje nukleotydowe w projektowanych sekwencjach.

Po wprowadzeniu wszystkich niezbednych i dopuszczalnych relaksacji przeliczane sg
parametry termodynamiczne zmodyfikowanego dupleksu amiRNA:fragment i poréwnywane
z profilem odniesienia miRNA:target. Jesli powyzsze wymagania sg spetnione zmodyfikowane

amiRNA jest akceptowane.

W nastepnym etapie analogicznie zostaje zaprojektowana sekwencja amiRNA*. Po
pierwsze tworzona jest sekwencja odwrotnie komplementarna do amiRNA. Nastepnie
parametry termodynamiczne dla kazdego dupleksu amiRNA:amiRNA* poréwnuje sie

z uprzednio utworzonym profilem prekursora. Zasady relaksacji sg takie same jak opisano
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poprzednio. Na tym etapie modyfikowana jest tylko sekwencja amiRNA*, podczas gdy
sekwencja amiRNA pozostaje stata. Ostatecznie jesli profil energetyczny dla dupleksu
amiRNA:amiRNA* takze spetnia wszystkie okreslone warunki, sekwencja amiRNA* takze

zostaje zaakceptowana. Proces przedstawiono graficznie na Rys. 4.11.

Sekwencje amiRNA

!

—_—
——————
—_—
_—
—_————
—_—

S —

Dodanie sekwencji
komplementarnej
= amiRNA*

-—

A . Poréwnanie kazdej pary
sekwencji z profilem

o /"\ I.fr T ] . N
N/ miRNA:miRNA
~ z Etapu |
{ { Relaksacja

Imiany A > GlubC> U

Zmodyfikowane sekwencje
i amiRNA*

Rys. 4.11. llustracja etapu projektowania amiRNA*,

Wszystkie kroki sg wykonywane kolejno dla kazdego potencjalnego miejsca
docelowego. Koricowym wynikiem procesu projektowania jest tabela zawierajgca pary
amiRNA:amiRNA* spetniajgce wszystkie zdefiniowane warunki (Przyktadowy wynik pokazano

w Tab. 4.4).
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Tab. 4.4. Przyktadowy wynik programu AmiRNA Designer: amiRNA i amiRNA* zaprojektowane
dla jednego z miejsc w genie AGB1. Na czerwono zaznaczono zmiany relaksacyjne wprowadzone w
etapie projektowania amiRNA a na niebiesko zmiany relaksacyjne wprowadzone w etapie

projektowania miRNA*,

Id amiRNA Sekwencja amiRNA Id amiRNA* Sekwencja amiRNA*
amiR_AGB_410_5U_18G UGUCUCUGAAGAGUACGGCAA antyamiR_AGB_410_5U_18G_15G UUGCCGUACUCUUCGGAGACA
amiR_AGB_410_5U UGUCUCUGAAGAGUACGACAA antyamiR_AGB_410_5U_15G UUGUCGUACUCUUCGGAGACA
amiR_AGB_410_18G UGUCCCUGAAGAGUACGGCAA antyamiR_AGB_410_18G_15G UUGCCGUACUCUUCGGGGACA

4.1.4.3. Weryfikacja wynikéw

Wysoka komplementarnos¢ amiRNA do miejsca docelowego umozliwia
zaprojektowanie sekwencji niemal unikalnej. Jednakze, wprowadzenie kilku niedopasowan
w sekwencji amiRNA wymaga sprawdzenia, czy taka modyfikacja amiRNA nie moze prowadzié

do wyciszenia gendw innych niz genu bedgcego przedmiotem zainteresowania.

Do weryfikacji ostatecznych sekwencji wygenerowanych przez AmiRNA Designer
przygotowany zostat czwarty zestaw danych (dataset 4) (Rys. 4.12.). Stanowi on zbidr
sekwencji wszystkich transkryptéw obecnych u analizowanego organizmu (w tym przypadku
Arabidopsis thaliana) w formacie fasta. Stuzy on do sprawdzenia zaprojektowanych sekwencji
zaréwno amiRNA jak i amiRNA* pod katem ich niespecyficznego oddziatywania z innymi, niz

pierwotnie planowano, miejscami docelowymi.
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=gil2121272|ghAF000146.1| AFO001 46 PLN Arabidopsis thaliana dilydroorosase (pyr4) mRNA. complese cds
GTTCGTTTTGT I TGTGTTGTAAGCATCCCTGT TGTGCATTICGTITATCCAGGTGAATTCTTGCAAAGC CTTGAGC AGC TTITCAGATGATAAAGACTTTGGTCTCTCCTTATAGT GGATT TGGATCTCAGAAGTTGAAGTTTG
ACAGATCTTCTGAGAAAGTGAAGACGAGAGCAGTAAGAATGGAGCTCACAATCACTCAACCTGATGATTGGCATCTTCATCTCCGTGACGGTGATCTT CTTCATGCTGTIGTICCCCACAGTGUGAGTAATTTITAAGAGAG
CGATTGTGATGCCGAATCTGAAGCCTCCTGTCACCTCCACTGCAGCTGCCATTATTTACCGGAAAT TTATCATGA AAGCTTTGCCAT CTGAGAGT AGCTTTGAT CCACTTATGACACTTTATTTGACTGACAAAACTCTACCT
GAAGAGATCAGGCTTGCAAGGGAAAGTGETGT GETTTAT G GO TGAAGCTGTAC CCTGC CGGAGTAAC A A AACTCTCAAGATGGTGT CACGGATCTCTTTGGAAAATGCTTACCGGTACTAGAAGAGATGGTCAAACA
A A ATGL CTT TG TGGT TCATGGGGAGGT AT AGAT CCGAGTATCGATGTCTTT GACC GO GAGAA A AT CTTCATT GAGACAGTT CTGCAGC CTCTAAT CCAACGCCTTCCGLAGCTGAAAGT AGT GATGGAACACATCAC
AACCATGGATGC T GTGAATTTTGTTGAAT CTTGCAAAGAAGGGTCTGTGGETGCAACAGTCACACCACAACATCTCCTTCTCAACAGGAACGOCCTITT CCAAGGTGGATTACAACCTCACAACTACTGTCTTCCCGTICTC
AAAAGAGAAATACATAGAGAAGCCATTGTCAAAGCTGTAACTAGT GGAAGCAAGAAGTTCTTCCTCGGLACAGATAGTGCTCCACATGAACGGAGTAGAAAAGAATCATCCTGOGGATGTGCTGGTATTTACAGCGCTCC
CATTGCCTTGTCCCTATACGCCAAGGT T TTGATGAGGCGGGT GUGCTGGACAAGTIGGAAGCTTTCACCAGTTTCAATGGACCTGATTTCTATGGCCT TCCGAGAAACTCGTCAAAGATCACACTGAAGAAATCTCCTIG
GAAGGTTCCAGACGTTTTCAACTTCCCATTCGGAGAGATCGT COCTATGT TTGLTGGAGAAACCCTTCAATGGCAACCGT TGAAATAATGTGGTGATTTGAAGTTGTCAAATTTTITCTCOCAAATCAGTGAACTCGTGTAC
CTITTGGATTGAATTTTCTTACGGCTGAGTTATGCCCTGCATTTTTTGAGGAATAAAAGCAAGATACTGACCAATAAAAAAAAAAAAAY

>gil121274gblAFD00147 1| AF0D00147 PLN Arahidopsis thaliana UMP/CMP kinase (pyrf) mENA. complate cds.

CCAAATTCTCTCCGTGTTTCCT T CTGCTTCAGGTGATATTTTAAC AA AGTTCTTAGTACAATGGGAT CTGT TGATGCTGCTAATGGAAGTGGGAAGAAACCTACAGT TATATTTGTICT IGGTGGTCCAGGAAGTGGAA AAG
GTACCCAGTGT G T TATATT GT I GAACATTATGGT TACAC AC AT T GAG TGl T GGAGAT CT T T TAGAG TGAGATTAAA T CAGG T TCTGAA A AT GGAACTATGAT CC AGAATATGATT ALAGAGGGGAAGATTGTACCTT
CTGAGGTTACTATCAAG  TTCTAC AGAAAGC TATTCAGGAAAA CGGGEAATGACAAGTT O T CATTGATGGTTTCCCTC GTAATGAGGAA AACCGAGCAGCATTTGAAAA AGTTACTGAGATTGAACCASAGTTTGTCTTAT
TCTTCGATT GTCCTGAGGAAGAGATGEAGAAGCGCCTGTTGGGICGAAACCAGGGEAGACAGGATGAC AATATTGAGACTATAAGGAAGCGCTTTAAGGTCTT TCTTGAATCTAGCTTACCAGTGATTCATTACTACGAA
GCTAAGGGGAAAGTTAGGAAGATTAATGCTGCAAAGCCCATTGAAGCTGTCT TOGAGGAGGTGAAGGCAATTTT TTCT CCTGAAGCTGAGAAGGTTGAAGCCTAGGUTGCAGCATCGTAAAAAGATACCGAAAACCCGA
TAAATTGAT CAGGTAGAGTTGGGETGTGTI GCAT CT TICTTACAGGAAGT CTC TG T TGGCCGTATI TG T T T T TGCT TATTAACCATATGATTGATTACTGTTATTATTATACACAATTTACCTATTATATAATTITIGTITIG
TTTCAATTTTTGTATITGATGGGATTAAAAAAAAAAAMAAAAAAAAA

=gil2145038|gbAFO00228. 1| AFO00228 PLN Arabidopsis thaliana p-hydrowyphenyipyruvate diowygenase mBN A, compless cds

CCACGCGTCCOGAGTTTTAGCAGAGT TGGTGAAATCAATGGGCCACCAAAACGCCGCCGTTTCAGAGAATCAAAACCATGATGACGGOGCTGCGTCGTCGUOGGGATTCAAGCTCGTCGGATT TTCCAAGTTCGTAAGAAA
GAATCCAAAGTCTGATAAATTCAAGGTTAAGCGCTTCCATCACATCGAGTICTGGTGCGGCGACGCAACCAACGTCGCTCGTCGLTICTCCTGGGGTCTGGGGATGAGATTICTCCGCCAAATCCGATCTTTCCACCOGGAAA
CATGGTTCACGCCTCTTACCTACTCACCTC OGGT GACCT OO GATTC CT T T CACT G TCCT TAC T T OGT CT T CT CC G LG GAGAGATTAAACC GACAACCACAGC TTCTATCCCAAGTITCGATCACGGITCTTGTCGTIC
CTTCTTCT T T AC AT GET T GGT G TT AGAGC CGTT G GATTGAAGT AGA AG ACGLAGAGT CAGCTT T T C CATCAGTGTAGC TAATGGCGLTATTC CTTCGT CGLCTCCTATCGTCCTCAATGAAGC AGTTACGATCGCT
GAGGTTAAACT ATACGGCGATGTTGTICTCCGATATGTTAGTTACAAAGC AGAAGATACCGAA AAATCCGAATT CTTGCCAGGGT TCRAGC GTGTAGAGGATGCGTCGT COTTCCCAT TRGATTATGGTATICGGLGGITT
GACCACGCOGTGGGAAACGTTCCTGAGCTTIGGTCCGG LTI TAACTTATGTAGCGGGGT TCACTGGTTTTICACCAATTCGCAGAGTTCACAGCAGACGACGT TGGAAC CGCCGAGAGTGGTT TAAATT CAGCGGTCCTGGLT
AGCAATGATGAAATGGTICTICTACCGATTAACGAGC CAGTGCACGGAACAAAGAGGAAGAGTCAGATT CAGACGTATTTGGAACATAACGAAGGCGCAGGGCTACAACATCTGGCTCTGATGAGTGAAGACATATICA
GGACCCTGAGAGAGATGAGGAAGAGGAGCAGTATTGGAGGATTCGACTTCATGCCTTCTCCTCCGCCTACTTACTACCAGAATCTCAAGAA ACGGGTCGGCGACGTGCTCAGCGATGATCAGATCAAGGAGTGTGAGGA
ATTAGGGATTCTTGTAGACAGAGATGATCAAGGGACGTTGCTTCAAATCTTCACAAAACCACTAGGTGACAGGCCGACGATATITATAGAGATAATCCAGAGAGTAGGATGCATGATGAAAGATGAGGAAGGGAAGGCT
TACCAGAGTGGAGGATGTGGTGGTT T TGGCAAAGGCAATTTCTCTGAGCTCTTCAAGTCCATTGAAGAAT ACGAAA AGACTCTTGAAGCCAAACAGTTAGTGGGATGAACAAGAAGA AGAACCAACTAAAGGATTGTGT
AATTAATGTAAAACTGTTTTATCTTATCAAA ACAATGTTATACAACATCTCATTTAAAAACGAGATCAATCAAAAMATACAATCTTAAATTCAAAACCAAAASANAAAAAAAAA

=gl 186703gb AFOI08TT 1L AFD0097T PLI Arabidopsis thaliana MEE] mRMA. complete cds.

CGACGGTTCGTCAT T T T O T CTAAG T TATCTT T T GAT CT CTGACCTTGTGTCT LT G T G AT GTGTGTT TAT CTGC TACTGT GTT TIGT CGGTTTGATCTCCAA A AACCAGACATGAACAGAGGAAGCTTATGCCCTAATC
CCATCTGT T T CCTCT T GAGAAT CCATCTCCAAATTCTTAACACAGAGTGGAACGT TTAAAGAT GGAGATCTT CGAGT GAAC AAAGAT GGAATCCAGAC CGTGTCTCTGTCCGAACCAGGAGCTCCACCTCCTATIC
AGCCATTGGACAACCAATTGAGT TTGGCAGATTTAGAAGTGATCAAAGT CATT GG AAAGGAAGT AGTGGTAATGT CCAGTTGGT CAAACACAAACTCACTC AACAGTTTTTCGCTCTTAAGGTCATTCAATTGAACACAG
AAGAATCAACATGTCGGGCGAT T TCT CAGGAGCTGAGAATAAACTTGAGCTOGCAATGT CCATATCTTGT CTCATGT TATCAAT CTTTCTACCACAACGGTCTTGTTTCAATCATATTGGAATTCATGGATGGTGGATCCCT
TGCAGACTIGTTAAAGAAAGTCGGAAAAGTTCCTGAAAACATGCTATCTGCCATCTGCAAGCGAGTTCTTCGAGGTCTT IGT TATATTCATCATGAGAGGCGAAT CATTCATCGGGACT TAAAGCCTTCAAACTTGCTAAT
CAATCATAGAGGTGAAGTCAAGATCACAGACTTTGGTGTCAGCAAGATCTTGACAAGCACAAGTAGTCTTGCTAAT TCTITCGTGGGCACATACCCTTATATGTCTCCAGAGAGAATCAGCGGGAGTTTIGTACAGTAACAA
GAGCGATATTTGGAGCTIGGGACTGGTTT TGCT CGAATGTGCAACGGGTAAATTCCOGTATACT CCTCCAGAACACAAGAAAGGATGGAGTAGCGTGTACGAGC TTGTGGACGCCATTGT TGAAAACCOGCCTCCTTGTGE
ACCTTCCAATCTCTITICTCCAGAGT TTTGCTCCTTCAT CTCGCAATGTGTACAAA A AGATCCAAGGGACAGA A AATCAGC AAAGGAGCTICTGGAACACAAGTTCGTAAAGATGT T TGAAGATTCGGATACAAATCTCTC
GGCTTACTTCACCGACGCAGGATCTTTGATTCCCCCACTTGCTAACTAGAACCGAGTTTGAACAAT CTTTTAA CCTCCAAGT TATTATTTCATATCCACTAGAAGAGATTTTATGAAAGATAAATTTACGAGATGT TATGAC
TTAAGAGACTTGTCTACAAAATTTGATT TAATGTGTGTACTTTCCACAT CACTATTATAAACACAACTATCATC

>giH100568/zbl AFO01304 1| AF001304 PLN Arabidopsis thaliana famy acid desaturase/cytochrome b3 fision protein mRMA, complate cds.

CTTCAAAAATC CEATTCCAGAT CCATT CCT GGG AAACAAAGGT TGGTGTI T T CTAATCTCAAAGCTTTTITCAAATTCGGAAAA AGC AAAT CGTGGEAAGAGATTCATCTTCTCTCTGTGOGTICATOGGATCTCGGAGT
TITTGGTTCGTCGTCAATGGCGGAAGAGACGGAGAAAAAGTACATTACGGACGAAGATCTTAAAAAACACAACAAATCTGGAGATCTATGGAT CGCGATTCAAGGTAAGGTCTACAACGTCTCCGATTGGATTAAAACTC
ATCCCGGAGGUGACACGGTGAT T T CAAT TG TG G T CAAGAC G T CACCGATG T T TCAT CG AT T TCATCC GG AACC T T GG LACCAT CTCGACCATCTCTTCACCGGTTACCACATCAGAGATTTCCAAGTCTCCGA
AGTCTCACGOGATTACCGTCGTATGGCTGCOGAGT TTCGTAAACTCGGTCTCT TOGAAAACA AAGGTCACGTTACT CTCTACACTCTAGCCTT CGTCOGCCGCCATGTTCCTCGGAGTTCTCTACGGTGTITTGGCTIGTACCT

Rys. 4.12. Struktura zestawu danych nr 4. Sekwencje w formacie FASTA.

W celu wtasciwego sprawdzenia wygenerowanych sekwencji amiRNA oraz amiRNA*
napisane zostaty dodatkowe skrypty w jezyku Perl, stanowigce uzupetnienie programu
AmiRNA Designer. Przeszukujg one wszelkie transkrypty pochodzace z badanej rosliny moggce
zostac niespecyficznie wyciszone przez amiRNA lub tez amiRNA*. Zdefiniowano nastepujgce
zasady wigzania na amiRNA-off-target: tylko jedno niesparowanie moze wystgpi¢ miedzy 3a 9
nukleotydem w sekwencji miRNA i tylko dwa nie nastepujace po sobie bezposrednio sg
dozwolone miedzy 13 a 21 nukleotydem miRNA. W wyniku analizy, uzytkownik otrzymuje plik
zawierajgcy liste kandydatdéw sztucznych miRNA, ktére wigzg sie do gendw, ktére nie sg
oznaczone jako docelowy gen wraz z adnotacjami o ich pochodzeniu i funkcji (hipotetyczne

geny wyciszane niespecyficznie).

4.1.5. Sposob obliczania profili termodynamicznych.

Jako, ze UNAFold przyporzagdkowuje wartosci AG jedynie dla dopasowanych par

nukleotydowych, nalezato opracowaé sposdb przypisywania wartosci nukleotydom
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niesparowanym. Wykorzystany tutaj zostat fakt, iz wystepowanie nieregularnosci w strukturze
drugorzedowej ma wptyw na wartosci zmiany energii swobodnej sgsiadujgcych z nim
sparowanych nukleotydow. Na podstawie przewidzianych struktur drugorzedowych
sekwencji odpowiednio — pary miRNA:target oraz prekursora - profile termodynamiczne
obliczono w nastepujacy sposoéb:

Dla kazdego wybrzuszenia dwustronnego (ang. interior loop), ktére stanowi
pojedyncze niesparowanie, AG otrzymuje warto$¢ taka samg jak poprzedzajgca je para
(okreslana w szczegétowym opisie rozktadu zmiany energii swobodnej dokonywanym przez
programy typu mfold/UNAfold jako interior loop external closing pair) (Rys. 4.13.A).
W przypadku gdy wybrzuszenie dwustronne jest wieksze niz 1 nukleotyd po kazdej stronie nici
— kazdemu nukleotydowi odpowiadajgcemu konkretnej pozycji w miRNA zostaje
przyporzagdkowana taka sama wartos¢. Jesli mamy do czynienia z jednostronnym
wybrzuszeniem (ang. bulge), postepowanie rdézni sie w zaleznosci czy wystepuje ono
w sekwencji miRNA, czy tez przeciwlegtej do niej (target lub miRNA*). Dla pojedynczego (1 nt)
wybrzuszenia na nici miRNA do pozycji o brakujgcej wartosci AG przypisana zostaje potowa
wartosci zmiany energii swobodnej pary poprzedzajacej (Rys. 4.13.B). Tej parze przypisana
zostaje taka sama wartos¢, czyli réwniez potowa pierwotnej wartosci AG. W przypadku
wystgpienia wybrzuszenia o wiekszej liczbie nukleotydédw zmiana energii swobodnej pary
poprzedzajacej zostaje podzielona przez liczbe nukleotyddw w wybrzuszeniu plus jeden,
a nastepnie przyporzagdkowana do kazdej z wymienionych pozycji. Wybrzuszenie wystepujace
na nici niebedgcej miRNA zostaje uwzglednione tylko jako AG poprzedzajgcej pary
a dodatkowa pozycja w nici miRNA* lub miejsca docelowego zostaje pominieta, aby utrzymadé
ciggtos¢ sekwencji miRNA (Rys. 4.13.C). W przypadku wybrzuszenia w nici miRNA taka
strategia spowodowatoby zmiane w sekwencji miRNA oraz przesuniecie wartos$ci w profilu.
Odmiennie sg traktowane miRNA pochodzgce z ramienia 3’ i 5 aby zachowaé wyzej

wymienione reguty zawsze dla sekwencji miRNA oraz miRNA*.
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A Niesparowanie:

13_445
JE— 110 | Extermlclomgpanise 5 Y “a Brakuje pary 12- 46, przydzielona jej
Suek 10 | Eetemteloimgpaist & 12y Ude _ zostaje wartosc¢ pary poprzedzajacej 11-47.
11C-Gaz
B wybrzuszenie w seq miRNA
Brakuje danych dla niesparowanego nt nr 12
13 a—Uar 20staje mu przypisana potowa wartosci
Jjutgez-: op +1 4 E s chewiogy e b T.I: t:“ 12g — sasiedniej pary na ktdra ma wplyw to
Stack -1.13 [Extemal closing pair is a -0 1 C—Gas wybrzuszenie (tu 11-48). Parze 11-48 tez
przypisac potowe tylko jej pierwotnej wartosci.
C

Wybrzuszenie w sea miRNA*

- Wybrzuszenie na nici dolnej zostaje pominiete.
Bulgs loop 170 | Extemal closing pair 15 .G 12a=U 46 — Y i - 1 . je p g
Stk 110 | Extemal closing pais isa "1 ™ a7 Bedzie wzigte pod uwagg tylko jako

1C—06 ag termodynamiczna wa.rtoé_c' zal.)urzenia
struktury w parze sgsiadujgcej.

Rys. 4.13. llustracja sposobdw przeliczania wartosci zmian energii swobodnej dla réznych
przypadkdéw nieregularnosci wystepujacych w strukturze drugorzedowej duplekséw miRNA:target oraz
prekursora miRNA. Po lewej stronie parametry termodynamiczne oraz odpowiadajgcy im fragment
sekwencji drugorzedowej pochodzace z programu UnaFold. Wielkos¢ liter nie jest istotna.

Nastepnym krokiem jest usrednienie wartosci zmian energii swobodnej dla kazdej
z kolejnych pozycji wraz z wartosciami najblizszych sgsiadujgcych po obu stronach
nukleotydéw w sekwencji miRNA — okienko skanujgce = 3 (za Krél 2004). Ma to na celu
»wygtadzenie” profilu przy jednoczesnym odwzorowaniu rzeczywistej wifasciwosci
dwuniciowego RNA, gdzie na energie przypisang do kazidej pozycji majg wptyw pary
sgsiadujace.

Uzyskane w opisany powyzej sposéb wartosci otrzymane dla obu zestawdw danych
(miRNA:target oraz fragmentéw prekursora miRNA) stanowig podstawe do obliczen
statystycznych. Poniewaz rozktad energii na poszczegdlnych pozycjach nie jest rozktadem
normalnym, do opisu profili termodynamicznych i poréwnywania z nimi nowych wartosci
przyjeta zostata analiza kwartyli. Metoda zastosowana w programie AmiRNA Designer opiera
sie na zatozeniu, ze istotne statystycznie rdznice w wartosciach AG na niektérych pozycjach
mogg sugerowac istnienie termodynamicznych parametréow bedgcych wyznacznikami
poprawnej biogenezy i funkcjonalnosci miRNA. Gtéwnym pordwnywanym parametrem jest

drugi kwartyl, czyli mediana oraz lokalny trend. Dodatkowym za$ jest trzeci kwartyl
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wyznaczajgacy najwyzszg na danej pozycji wartos$é AG, jaka nie moze zostac przekroczona przy
projektowaniu sekwencji amiRNA i amiRNA*.

Analiza kwartyli jest czescig programu i jest generowana automatycznie dla wstepnych
danych uzytkownika. Uzyskane wyniki (w tym wypadku dla A. thaliana) sg spdjne z opisang
wczesniej obserwacjg, ze wieksza energia swobodna na koncu 5' miRNA oznacza mniejszg
trwatosé tej czesci dupleksu (Khvorova 2003, Krél 2004). Konsekwencjg tego jest wyboér przez
komdrkowy system biogenezy srRNA witasciwej nici miRNA jako ,guide” i skierowanie
przeciwlegtej nici ,passenger” do degradacji. Rowniez w tym aspekcie program AmiRNA
Designer projektuje sekwencje zgodne z danymi literaturowymi, co zwieksza
prawdopodobienstwo wiasciwego przetwarzania zaprojektowanych sekwencji w komorce.

Wszystkie wyniki otrzymane z opisanego powyzej przeliczenia danych moga by¢
zapisane jako arkusz w formacie CSV odpowiednio dla kazdego profilu. Mogg by¢ takze
uzywane do dalszego projektowania amiRNA — dla innych sekwencji docelowych — bez

powtarzania obliczen profili.

4.1.6. Analiza przyktadowych wynikéw

Gotowy program AmiRNA Designer wykorzystany zostat do zaprojektowania amiRNA
dla dwéch nastepujacych gendw docelowych: AGB1 (ID: AT4G34460, wystepujgcych
w literaturze rowniez jako: ATAGB1, ELK4 (ang. Erecta-Like 4), biatko wigzgce GTP BETA 1, oraz
Immutans (ID: AT4G22260, wystepujace w literaturze réwniez jako: IM, IM1, IMMUTANS,
plastydowego TERMINAL OXIDASE, PTOX). Dla tych gendw nie odkryto u Arabidopsis zadnych
naturalnych miRNA. Dodatkowa analiza in silico przeprowadzona dla tych gendéw z uzyciem
programu psRNATarget (Dai 2011) wykazata, ze zestaw sekwencji miRNA wykorzystywany do
tworzenia termodynamicznego profilu odniesienia nie zawiera miRNA skierowanych na
badane sekwencje. Procedure projektowania amiRNA i amiRNA* przeprowadzono przy
nastepujgcych parametrach: wystepowanie nukleotydu U w pozycji 12 w obrebie miejsca
docelowego oraz wymuszonego U na pierwszym miejscu miRNA. W przypadku genu
docelowego ABG1, AmiRNA Designer wygenerowat 22 pary amiRNA:amiRNA*, natomiast
w przypadku Immutans — 20 par amiRNA:amiRNA*, Wszystkie zaprojektowane sekwencje sg
przedstawione w tabelach Tab. 4.5. — AGB1 i Tab. 4.6 — IMM1. Analiza specyficznosci
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oddziatywania (off-target) wykazata, ze zadne z amiRNA* nie byto komplementarne do zadnej

z sekwencji kodujgcej mRNA Arabidopsis thaliana. Dla genu AGB1 tylko jeden amiRNA

wskazywat potencjalne niespecyficzne oddziatywanie z hipotetycznym biatkiem o numerach

identyfikacyjnych: gi: 110740355, gb: ak230271 (Tab. 4.7.). W przypadku genu Immutans,

potencjalnych niespecyficznych oddziatywan byto wiecej, jednakze mozna znalez¢ co najmniej

3 pary amiRNA:amiRNA* bez hipotetycznego efektu off-target (Tab. 4.8.). Wiekszos$¢

sekwencji amiRNA mogacych oddziatywac niespecyficznie byta komplementarna do gendow

hipotetycznych, domniemanych lub nieznanych biatek. Ponadto sekwencje amiRNA* nie sg do

tych gendéw w petni komplementarne, a spetniajg jedynie warunki opisane wczesniej (rodz.

4.1.4). Lista potencjalnych dodatkowych miejsc oddziatywania amiRNA wraz z okre$leniem

miejsc niedopasowania dla kazdego genu docelowego niebedacego pierwotnym targetem dla

amiRNA sg prezentowane uzytkownikowi w celu podjecia przez niego samodzielnej decyzji czy

dany amiRNA jest odpowiedni do wykorzystania.

Tab. 4.5. Wyniki projektowania miRNA i miRNA* dla genu AGB

amiRNA name

amiRNA sequence

amiRNA* name

amiRNA* sequence

amiR_AGB_132_6G_19U UAGAGGGGGAGAUCGAACUCU antyamiR_AGB_132_6G_19U_6U_1G GGAGUUCGAUCUCCCCCUCUA
amiR_AGB_132_6G_19U UAGAGGGGGAGAUCGAACUCU antyamiR_AGB_132_6G_19U_11U_1G GGAGUUCGAUUUCCCCCUCUA
amiR_AGB_132_6G_19U UAGAGGGGGAGAUCGAACUCU antyamiR_AGB_132_6G_19U_6U AGAGUUCGAUCUCCCCCUCUA
amiR_AGB_132_6G_19U UAGAGGGGGAGAUCGAACUCU antyamiR_AGB_132_6G_19U_11U AGAGUUCGAUUUCCCCCUCUA
amiR_AGB_132_6G_19U UAGAGGGGGAGAUCGAACUCU antyamiR_AGB_132_6G_19U_1G GGAGUUCGAUCUCCCCCUCUA
amiR_AGB_132_6G_20U UAGAGGGGGAGAUCGAACCUU antyamiR_AGB_132_6G_20U_6U AAGGUUCGAUCUCCCCCUCUA
amiR_AGB_132_6G_20U UAGAGGGGGAGAUCGAACCUU antyamiR_AGB_132_6G_20U_11U AAGGUUCGAUUUCCCCCUCUA
amiR_AGB_132_6G UAGAGGGGGAGAUCGAACCCU antyamiR_AGB_132_6G_6U_1G GGGGUUCGAUCUCCCCCUCUA
amiR_AGB_132_6G UAGAGGGGGAGAUCGAACCCU antyamiR_AGB_132_6G_11U_1G GGGGUUCGAUUUCCCCCUCUA
amiR_AGB_132_6G UAGAGGGGGAGAUCGAACCCU antyamiR_AGB_132_6G_6U AGGGUUCGAUCUCCCCCUCUA
amiR_AGB_132_6G UAGAGGGGGAGAUCGAACCCU antyamiR_AGB_132_6G_11U AGGGUUCGAUUUCCCCCUCUA
amiR_AGB_132_6G UAGAGGGGGAGAUCGAACCCU antyamiR_AGB_132_6G_1G GGGGUUCGAUCUCCCCCUCUA
amiR_AGB_132_19U UAGAGAGGGAGAUCGAACUCU antyamiR_AGB_132_19U_15U_1G GGAGUUCGAUCUCCUUCUCUA
amiR_AGB_132_15U UAGAGAGGGAGAUCGAACUCU antyamiR_AGB_132_19U_11U_1G GGAGUUCGAUUUCCCUCUCUA
amiR_AGB_132_19U UAGAGAGGGAGAUCGAACUCU antyamiR_AGB_132_19U_15U AGAGUUCGAUCUCCUUCUCUA
amiR_AGB_132_19U UAGAGAGGGAGAUCGAACUCU antyamiR_AGB_132_19U_11U AGAGUUCGAUUUCCCUCUCUA
amiR_AGB_132_19U UAGAGAGGGAGAUCGAACUCU antyamiR_AGB_132_19U_1G GGAGUUCGAUCUCCCUCUCUA
amiR_AGB_132 20U UAGAGAGGGAGAUCGAACCUU antyamiR_AGB_132 20U_15U AAGGUUCGAUCUCCUUCUCUA
amiR_AGB_132_20U UAGAGAGGGAGAUCGAACCUU antyamiR_AGB_132_20U_11U AAGGUUCGAUUUCCCUCUCUA
amiR_AGB_410_5U_18G UGUCUCUGAAGAGUACGGCAA antyamiR_AGB_410_5U_18G_15G UUGCCGUACUCUUCGGAGACA
amiR_AGB_410_5U UGUCUCUGAAGAGUACGACAA antyamiR_AGB_410_5U_15G UUGUCGUACUCUUCGGAGACA
amiR_AGB_410_18G UGUCCCUGAAGAGUACGGCAA antyamiR_AGB_410_18G_15G UUGCCGUACUCUUCGGGGACA

66



Wyniki i dyskusija

Tab. 4.6. Wyniki projektowania miRNA i miRNA* dla genu IMM

amiRNA name

amiRNA sequence

amiRNA* name

amiRNA* sequence

amiR_Imm_1149_19U UCCUCAGGAACAACACACUCU antyamiR_Imm_1149_19U_15U_1G GGAGUGUGUUGUUCUUGAGGA
amiR_Imm_1149_19U UCCUCAGGAACAACACACUCU antyamiR_Imm_1149_19U_15U_21G AGAGUGUGUUGUUCUUGAGGG
amiR_Imm_1149_19U UCCUCAGGAACAACACACUCU antyamiR_Imm_1149_15U_15U AGAGUGUGUUGUUCUUGAGGA
amiR_Imm_1149_19U UCCUCAGGAACAACACACUCU antyamiR_Imm_1149_19U_1G GGAGUGUGUUGUUCCUGAGGA
amiR_Imm_1149_19U UCCUCAGGAACAACACACUCU antyamiR_Imm_1149_19U_21G AGAGUGUGUUGUUCCUGAGGG
amiR_Imm_1149_20U UCCUCAGGAACAACACACCUU antyamiR_Imm_1149_20U_15U AAGGUGUGUUGUUCUUGAGGA
amiR_Imm_1149_6G UCCUCGGGAACAACACACCCU antyamiR_Imm_1149_6G_1G GGGGUGUGUUGUUCCCGAGGA
amiR_Imm_1149_6G UCCUCGGGAACAACACACCCU antyamiR_Imm_1149_6G_21G AGGGUGUGUUGUUCCCGAGGG
amiR_Imm_1149_6G_19U | UCCUCGGGAACAACACACUCU antyamiR_Imm_1149_6G_19U_1G GGAGUGUGUUGUUCCCGAGGA
amiR_Imm_1149_6G_19U | UCCUCGGGAACAACACACUCU antyamiR_Imm_1149_6G_19U_21G AGAGUGUGUUGUUCCCGAGGG
amiR_Imm_283_19G UCGACGAGAAGAGAGAGGGAG antyamiR_Imm_283_19G_6U_1U UUCCCUCUCUCUUCUCGUCGA
amiR_Imm_283_19G UCGACGAGAAGAGAGAGGGAG antyamiR_Imm_283_19G_6U CUCCCUCUCUCUUCUCGUCGA
amiR_Imm_283_19G UCGACGAGAAGAGAGAGGGAG antyamiR_Imm_283_19G_1U UUCCCUCUCUCUUCUCGUCGA
amiR_Imm_283_20G UCGACGAGAAGAGAGAGGAGG antyamiR_Imm_283_20G_6U CCUCCUCUCUCUUCUCGUCGA
amiR_Imm_283_7G UCGACGGGAAGAGAGAGGAAG antyamiR_Imm_283_7G_6U CUUCCUCUCUCUUCCCGUCGA
amiR_Imm_283_7G_19G | UCGACGGGAAGAGAGAGGGAG|  antyamiR_Imm_283 7G_19G_6U_1U UUCCCUCUCUCUUCCCGUCGA
amiR_Imm_283_7G_19G | UCGACGGGAAGAGAGAGGGAG antyamiR_Imm_283_7G_19G_6U CUCCCUCUCUCUUCCCGUCGA
amiR_Imm_283_7G_19G | UCGACGGGAAGAGAGAGGGAG antyamiR_Imm_283_7G_19G_1U UUCCCUCUCUCUUCCCGUCGA
amiR_Imm_283_7G_20G | UCGACGGGAAGAGAGAGGAGG antyamiR_Imm_283_7G_20G_6U CCUCCUCUCUCUUCCCGUCGA
amiR_Imm_386_19U UACCAGUAGAAGUCUCGGUUU antyamiR_Imm_386_19U_7G AAACCGGGACUUCUACUGGUA

Tab. 4.7. Wyniki analizy niespecyficznych oddziatywan dla genu AGB

Short regulatory RNA name Hypotetical target Shortregulatory ANA Targeting sequence Mismached positions
sequence
amiR_AGB 132 6G _19U no resylts Uagageggegagaucgaacucy 0o resylts 0o results
gi|110740355|gb|ak230271.1|ak2
amiR_AGB_132_6G_20U 20274 pln afabldOPSIS thahavna uagagggggagaucgaaccuu aagcuuugaucuccaccucug 18157
mrna for hypothetical protein,
complete cds, clone: rafl23-29-f17.

amiR_AGB_132_19U no results uagagagggagaucgaacucu no results no results
amiR_AGB_132_19U no results uagagagggagaucgaacucu no results no results
amiR_AGB_132 20U no results uagagagggagaucgaaccuu no results no results
amiR_AGB_132 20U no results uagagagggagaucgaaccuu no results no results
amiR_AGB_132_6G no results uagagggggagaucgaacccu no results no results
amiR_AGB_132_6G no results uagagggggagaucgaacccu no results no results
amiR_AGB 132 6G_19U no results uagagggggagaucgaacucu no results no results
amiR_AGB_410_18G no results ugucccugaagaguacggeaa no results no results
amiR_AGB_410_18G no results ugucccugaagaguacggcaa no results no results
amiR_AGB 410 _18G no results ugucccugaagaguacggcaa no results no results
amiR_AGB_410_5U no results ugucucugaagaguacgacaa no results no results
amiR_AGB_410 5U no results ugucucugaagaguacgacaa no results no results
amiR_AGB_410 5U no results ugucucugaagaguacgacaa no results no results
amiR_AGB_410_5U_18G no results ugucuCcugaagaguacggcaa no results no results
amiR_AGB_410_5U_18G no results ugucucugaagaguacggcaa no results no results
amiR_AGB 410 5U 18G no results ugucucugaagaguacggcaa no results no results
antyamiR_AGB_132_6G_19U_6U_1G no results ggaguucgaucucccccucua no results no results
antyamiR_AGB_132_6G_19U_11U_1G no results ggaguucgauuucccccucua no results no results
antyamiR_AGB_132_6G_19U_6U no results agaguucgaucucccccucua no results no results
antyamiR_AGB_132_6G_19U_11U no results agaguucgauuucccccucua no results no results
antyamiR_AGB_132_6G_19U_1G no results ggaguucgaucucccccucua no results no results
antyamiR_AGB_132_6G_20U_6U no results aagguucgaucucccccucua no results no results
antyamiR_AGB_132_6G_20U_11U no results aagguucgauuucccccucua no results no results
antyamiR_AGB_132 6G_6U_1G no results gggguucgaucucccccucua no results no results
antyamiR_AGB_132 6G_11U_1G no results gggguuUCgauuucccccucua no results no results
antyamiR_AGB_132 6G_6U no results aggguucgaucucccccucua no results no results
antyamiR_AGB_132 6G_11U no results aggguucgauuucccccucua no results no results
antyamiR_AGB_132_6G_1G no results gggguuUCgaucucccccucua no results no results
antyamiR_AGB_132 19U _15U_1G no results ggaguucgaucuccuucucua no results no results
antyamiR_AGB_132_19U_11U_1G no results ggaguucgauuucccucucua no results no results
antyamiR_AGB_132_19U_15U no results agaguucgaucuccuucucua no results no results
antyamiR_AGB_132 19U 11U no results agaguucgauuucccucucua no results no results
antyamiR_AGB_132_19U_1G no results ggaguucgaucucccucucua no results no results
antyamiR_AGB_132_20U_15U no results aagguucgaucuccuucucua no results no results
antyamiR_AGB_132 20U_11U no results aagguucgauuucccucucua no results no results
antyamiR_AGB_410_5U_18G_15G no results Uugccguacucuucggagaca no results no results
antyamiR_AGB_410_5U_15G no results uugucguacucuucggagaca no results no results
antyamiR_AGB_410_18G_15G no results uugccguacucuucggggaca no results no results
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Tab. 4.8. Wyniki analizy niespecyficznych oddziatywan dla genu IMM

Imm1_12U_Uforce_result Off-Target analysis

Short regulatory RNA name

Hypotetical target

Short regulatory RNA
sequence

Targeting sequence Mismached positions

amiR_Imm_1149 19U

£i| 26450514 |gb|ak117720.1|ak117720 pin
arabidopsis thaliana mrna for unknown protein,

complete cds, clone: rafl17-40-e04.

uccucaggaacaacacacucu

AEagUCUEEUEUCCCUBAgEU 16139

amiR_Imm_1149_20U

gi|17064829 |gb|ay062491.1|ay062491 pin
arabidopsis thaliana zinc finger transcription
factor-like protein (mzn1.8) mrna, complete cds.

uccucaggaacaacacaccuu

A3IEEEEUCUUEUUCCIEAEEY 17146

amiR_Imm_1149 20U

2i| 21655306 |gb|ay103314.1|ay103314 pin
arabidopsis thaliana at5g58620/mznl_70 mrna,
complete cds

uccucaggaacaacacaccuu

A3gEEEUCUUBUUCCAEAEEU 17146

amiR_Imm_1149_20U

2i|15809817 |gh|ay054176.1|ay054176 pin
arabidopsis thaliana at5g58620/mznl_70 mrna,
complete cds

uccucaggaacaacacaccuu

A3EEELUCUUEUUCCAgagEu 17146

amiR_Imm_1149_20U

gi| 25083595 |gh|bt002083.1|bt002083 pin
arabidopsis thaliana zinc finger transcription
factor-like protein {(at5g58620) mrna, complete
cds.

uccucaggaacaacacaccuu

@agggguUCUUgUUCCagagey 17146

amiR_Imm_1149_6G_13U

gi|67633515|gb|dq056526.1|dg056526 pin
arabidopsis thaliana putative e3 ubiguitin ligase
scf complex subunit skpl/askl (at2g03170)
mrna, complete cds.

UCCUCgggaacaacacacucu

CEACUEUEUUEUUACCEAgEEY 21188

amiR_Imm_1149_6G

no results

uccucgggaacaacacacccu

no results no results

amiR_Imm_283_19G

gi| 2832401 |gb|y15055.1 |y15055 pln
arabidopsis thaliana mrna for
dihydroxypolyprenylbenzoate methyltransferase.

ucgacgagaagagapaggeag

CUUCULCUCUCUgCUCgUCga 19179

amiR_Imm_283_19G

£i121403160|gh|ay084450.1|ay084450 pln
arabidopsis thaliana clone 108529 mrna,
complete sequence

UCEACEagaagaIgaLALEEAR

CULCUUCUCUCUECUCEUCEA 19179

amiR_Imm_283_ 19G

gi| 21407852 |gb|ay089078.1|ay089078 pin
arabidopsis thaliana clone 2912 mrna, complete
seguence.

UCBAaCEagaagagaBIEBBAR

BUCUCUCUCUCUUCUCUUCED 21185

amiR_Imm_283_19G

2i|20259178|gh | ay091366.1|ay091366 pin
arabidopsis thaliana putative
dihydroxypalyprenylbenzoate methyltransferase
(at2g30920) mrna, complete cds.

ucgacgagaagagagagggag

CUUCULCUCUCUECUCEUCEa 19179

amiR_Imm_283_19G

gi| 22531063 |gh | ay136370.1|ay136370 pln
arabidopsis thaliana unknown protein
(at3g13380:at1g12760) mrna, complete cds.

ucgacgagaagagagagegag

aucucucucucuucUCUUCEU 21185

amiR_Imm_283_19G

gi]222424259|gb|ak317419.1|ak317419 pin
arabidopsis thaliana at1g12760 mrna, complete
cds, clone: rafl23-01-e23.

Ucgacgagaagagagageeag

AUCUCUCUCUCULCUCUUCEU 21185

amiR_Imm_283_19G

gi|67633363 |gb|dq056450.1|dq056450 pln
arabidopsis thaliana dnaj chaperone c-terminal
domain-containing protein (at1g11040) mrna,
complete cds.

UcCgacgagaagagagaggeag

CACCCUCUUUCUUCUCAUCES 20135

amiR_Imm_283_19G

gi|15027942 |gb|ay045828.1|ay045828 pin
arabidopsis thaliana putative
dihydroxypolyprenylbenzoate methyltransferase
(at2g30920) mrna, complete cds.

ucgacgagaagagagagggag

CUUCULCUCUCUECUCEUCEA 19179

amiR_Imm_283_20G

gi]2832401|gb|y15055.1|y15055 pin
arabidopsis thaliana mrna for
dihydroxypolyprenylbenzoate methyltransferase.

ucgacgagaagagagaggage

20179

CUUCULCUCUCUECUCEBUCEa

amiR_Imm_283_20G

1119310724 |gb|ay079362.1|ay079362 pin
arabidopsis thaliana putative m-type thioredoxin
(at4g03520) mrna, complete cds.

ucgacgagaagagagaggage

UCUUCUCUCUCUUCUCEECEE 21184

amiR_Imm_283_20G

gi| 21403160 |gb | ay084450.1| ay084450 pln
arabidopsis thaliana clone 108529 mrna,
complete sequence

ucgacgagaagagagaggagg

CUUCULICUCUCUECUCEUCga 20179

amiR_Imm_283_20G

£il21403206 |gb|ay084496.1|ay084496 pin
arabidopsis thaliana clone 10950 mrna,
complete sequence.,

UCEACEagaagagagIELAEE

UCUUCUCUCUCUUCUCEECER 21184
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Tab. 4.8. Wyniki analizy niespecyficznych oddziatywan dla genu IMM c.d.

gi|20259178|gb|ay091366.1|ay091366 pin
arabidopsis thaliana tative
amiR_Imm_283_20G § idapst ! putatlv ucgacgagaagagagaggagg CUUCUUCUCUCUBCUCgUCEa 20179
- - - dihydroxypolyprenylbenzoate methyltransferase
(at2g30920) mrna, complete cds.
£i|62320064 |gh|ak221358.1|ak221358 pln
amiR_Imm_283_20G arabidopsis thaliana mrna for putative m-type UCEaCgagaagagagaggage UCUUCUCUCUCUUCUCEECEE 21184
thioredoxin, complete cds, clone: rafl25-30-j17.
gi|15027942|gh|ay045828.1|ay045828 pin
amiR_Imm_283_20G arabidopsis thaliana putative UCEacgagaagagagagga, CUUCUUCUCUCUBCUCEUCER 20179
I JIGCUCEU
- T dihydroxypolyprenylbenzoate methyltransferase BACHIRAARSEARNEIRE BrucguUCs
(at2g30920) mrna, complete cds.
gi|15028102|gb|ay046001.1|ay046001 pin
amiR_Imm_283_20G arabidopsis thaliana putative m-type thioredoxin| ucgacgagaagagagaggagg UCUUCUCUCUCUUCUCEECEE 21184
(at4g03520) mrna, complete cds.
gi|26449367|gb|ak117133.1|ak117133 pin
arabidopsis thaliana at5g20540 mrna for
amiR_Imm_283_7G icop X 8 ucgacgggaagagagaggaag CULCEUUUCUCULCCCEECER 17154
unknown protein, complete cds, clone: rafl16-67-
all.
amiR_Imm_283_7G_19G no results UCEaCEEEaagagagagEeag no results no results
amiR_Imm_386_19U no results UacCaguagaaguCUucgguuu no results no results
antyamiR_Imm_1149 19U 15U no results AEAEUEVEUUEUUCUUEAEED no results no results
antyamiR_Imm_1149_19U_15U _1G no results EEAgUEUEULEUUCUUEAgEa no results no results
antyamiR_Imm_1149 190_15U_21G no results AgaguguguuguUUCUUgageg no results no results
antyamiR_Imm_1149_19U_1G no results EEAEUEUEUUEUUCCUZAEED no results no results
antyamiR_Ilmm_1149_190U_21G no results AZAGUEUEUUEUUCCUEAEER no results no results
antyamiR_Imm_1149 20U_15U no results AagEUgUEULEUUCUUZAgEa no results no results
antyamiR_Imm_1143_6G_19U_1G no results EgAgUgUEUUEUUCCCRagEa no results no results
antyamiR_Imm_1149 6G_19U_21G no results AEAEUEUZUUEUUCCCEAREE no results no results
antyamiR_Imm_1149_6G_1G no results EEEEUEUBLUBUUCCCEAgEa no results no results
antyamiR_Imm_1149 6G_21G no results AgEEUEUBUUEUUCCCRagag no results no results
antyamiR_lmm_283_19G_1U no results UUCCOUCUCUCUNCUCEUCEa no results no results
antyamiR_Imm_283_19G_&U no results CUCCCUCUCUCUUCUCBUCEa no results no results
antyamiR_Imm_283_19G_6U_1U no results uuCCCuCUCUCUUCUCEUCga no results no results
antyamiR_Imm_283_20G_6U no results CCUCCUCUCUCUUCUCEUERE no results no results
antyamiR_Imm_283_7G_19G_1U no results UUCCCUCUCUCUUCCCEUCEa no results no results
antyamiR_Imm_283_7G_19G_6U no results CUCCCUCUCUCUUCCCEUCER no results no results
antyamiR_Imm_283_7G_19G_6U_1U no results UUCCCUCUCUCUUCCCEUCEa no results no results
antyamiR_Imm_283_7G_20G_6U no results CCUCCUCUCUCUUCCCEUCER no results no results
antyamiR_Ilmm_283_7G_6U no results CUUCCUCUCUCUUCCCEUCEa no results no results
antyamiR_Imm_386_19U _7G no results aaaccggeacuucuacuggua no results no results

Dla dodatkowej weryfikacji oprogramowania AmiRNA Designer, zastosowano serwer
psRNATarget aby potwierdzi¢ czy sekwencje docelowe odpowiadajgce zaprojektowanym
sekwencjom amiRNA i amiRNA* sg specyficzne. Przy uzyciu domysinych parametréw, serwer
ten stworzyt liste transkryptow gendw docelowych, do ktdrych mogg potencjalnie wigzac sie
wygenerowane amiRNA, zasadniczo pokrywajacg sie z analizami przeprowadzonymi za
pomocg przygotowanych na potrzeby tej pracy skryptow. Nalezy jednak zauwazyé, ze
najlepsze wyniki wykazywaty geny docelowe, do ktéorych wtasciwe amiRNA zostaty

zaprojektowane. Wyniki analizy psRNATarget zostaty przedstawione w Tab. 4.9 i Tab. 4.10.
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Do oceny komplementarno$ci matych RNA i ich docelowego transkryptu w programie
psRNATarget stosowany jest schemat punktacji opisany w publikacji Miru Zhang (Zhang 2005).
Prég punktacji jest ustanowiony przez maksymalng wartos¢ ,Expectation (E)”. Para
miRNA:target zostanie odrzucona, jesli wynik jest wiekszy od wartosci progowej E. Domysiny
prog odciecia wynosi 3,0. Bardziej rygorystyczny prég odciecia [0 - 2,0] powoduje zmniejszenie
liczby przewidywanych wynikéw fatszywie dodatnich natomiast mniej rygorystyczny [4,0 - 5,0]
dla uzyskania wiekszej liczby wynikéw. W przeprowadzonej analizie pozostawiono domysing

wartos¢ E = 3,0.

Dostepnos¢ transkryptu w miejscu docelowym dla matych RNA zostata okreslona
w programie psRNATarget jako istotny czynnik, zaangazowany w rozpoznanie sekwencji
docelowej, poniewaz takze struktura drugorzedowa wokadt niej moze ogranicza¢ hybrydyzacje
matych RNA. Serwer psRNATarget wykorzystuje program RNAup (Muckstein 2005) do
obliczania wartosci , Target Accessbility (UPE)” sekwencji docelowej. Jest ona reprezentowana
przez energie potrzebng do rozplecenia struktury drugorzedowej wokot miejsca docelowego
(zazwyczaj regionu komplementarnego z matym RNA oraz regionéw flankujacych — 17
nukleotyddéw od strony 5’ i 13 od strony 3’ targetu (Kertesz 2007)). Mniejsza energia swobodna

oznacza wiekszg fatwos¢ hybrydyzacji miRNA z docelowg sekwencjg transkryptu.

Ponadto, w zaleznosSci czy wystepuje niesparowanie w centralnym regionie pary
miRNA:target, przewidywany jest mechanizm regulacji jako represja translacji lub rozciecie
transkryptu (Brodersen 2008). Jeden z modeli dziatania srRNA (Axtell 2005) sugeruje, ze mate
regulatorowe RNA moze mieé¢ wiele miejsc docelowych (tzw. regiony uzupetniajgce) na
okreslonym transkrypcie, co zwieksza efektywnos$¢ srRNA. Serwer psRNATarget oblicza liczbe
miejsc docelowych dla kazdej pary srRNA:target okreslajgc czy spodziewana jest represja
translacji, czy ciecie  mRNA. Hipoteza o miejscach uzupetniajgcych wymaga jeszcze
dodatkowych badan i nie byta brana pod uwage na tym etapie projektowania amiRNA. Jest to

jednak ciekawy watek, ktéry moze by¢ rozwijany w dalszych badaniach.
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Tab. 4.9. Wyniki analizy psRNATarget dla amiRNA* dla genu AGB1 ID: AT4G34460

" Target
miRMNA Acc. Target Acc. Expectztion Accessibility Alignment Target Description Inhibition Multi-
(E} (uPE) plicity
miRNA 21 UCUCAAGCUAGAGGGAGAGAU 1 | Symbols: AGE1, ELK4, ATAGEL | GTP binding
amifi_AGE_132_19U | AT4G34460.1 15 9.23 protein beta 1 | chrd:16477106-16479528, Cleavage 1
Target 155 AGGGUUCGAUCUCCCUCUCUC 175 REVERSE, LENGTH-1683
miRNA 21 UCUCAAGCUAGAGGGAGAGRYT 1 | Symbols: AGE1, ELK4, ATAGBL | GTP binding
amiR_AGB_132_18U | ATAG34460.2 15 9.23 : iz protein beta 1 |chrd:16477136-16479504 Cleavage 1
Target 131 AGGGUUCGAUCUCCCUCUCUC 151 REVERSE, LENGTH=1868
miRKA 21 UCUCAAGCUAGAGGEAGRGAY 1 | Symbols: AGB1, ELK4, ATAGBEL | GTP binding
amiR_AGB_132_15U | AT4G34460.3 15 9.23 A HE protein beta 1 | chr4:16477136-16479506 Cleavage 1
Target 133 REVERSE, LENGTH=1642
miRNA 21 | Symbols: AGE1, ELKS, ATAGBL | GTP binding
amif_AGE_132_19U | AT4G34460.4 15 9.23 protein beta 1 |chrd:16477136-16479506 Cleavage 1
Target 133 REVERSE, LENGTH=1616
miRNA 20 CUCAAGCUAGAGGGAGAGAU 1 | Symbols: | F-box associated ubiquitination effector
amiR_AGE_132_19U | AT3G23633.1 25 17.119 : F . family protein | chr3:8496440-8497281 Translation 1
Target 686 GAGUUCGAUUCCCUUCU REVERSE, LENGTH=842
miRKA 20 CUCARGCUAGAGGGAGAGAD 1 | Symbols: | F-box associated ubiguitination effector
amiR_AGE_132_15U | AT3G23633.2 25 17.119 : Piii. ii.iiiis family protein | chr3:8496440-8497281 Translation 1
Target 545 REVERSE, LENGTH=701
mLRNA 2 | Symbals: | transposable element gene |
amifi_AGE_132_1%U | AT2G09865.1 .5 24,855 N ) . Cleavage 1
rarget 808 AGRGUUGGAUCUUCUUCULUA 528 chr2:3729543-3731042 REVERSE, LENGTH=1020
miRNA 21 UCUCARGCUAGAGGGAGAGRU 1 . . )
bols: | Pratein phosphatase 2C family protei
amiR_AGB_132_19 | AT2630170.1 30 19,450 ciaerit.rito: i ';";12;7;575 e e oy o m':g' Translation | 1
Target 819 GGGEUUUGAUGUUCCUCUCUG 839 re - g ' -
iRN, 2 TAGAGES, ) ) )
. RN o UCUC“P‘GC‘_}AGA = Ac'q(_:w ! | Symbols: | Protein phosphatase 2C family protein | .
amif_AGE_132_19U | AT2G30170.2 30 19.459 ol : T. chrl:1 2879675 13831508, REVERSE, LENGTH=1069 Translation 1
Target 840 GEGEUUUGAUGUUCCUCUCUG 860 2 ) ' ' =
15 miRNA 21 UUCCARGCUAGAGGGAGRGAY 1 | Symbols: AGE1, ELKS, ATAGEL | GTP binding
amiR_AGB_132_20U | AT4G34460.1 - 9.23 : : protein beta 1 | chr4:16477106-16479528, Cleavage 1
Target 155 REVERSE, LENGTH=1683
s miENA 2O UAGRGEGAGRERL Symbols: AGBL, ELK4, ATAGBL | GTP binding pratein
amiR_AGE_132_20U | AT4G34460.2 ' 9.23 P : n beta 1 | chrd:16477136-16479504, Cleavage 1
AR rge 3 3 cucl ’
Target 131 AGGGUUCGAUCUCCCUCUCUC 151 REVERSE, LENGTH- 1868
15 miRNA 21 UUCCARGCUAGAGGGAGAGREU 1 Symbols: AGEL, ELKS, ATAGEL | GTP binding protein
amiR_AGB_132_20U | AT4G34460.3 ’ 9.23 : R i beta 1 | chrd:16477136-16479506, Cleavage 1
Target 133 AGGEUUCGAUCUCCCUCUCUC 153 REVERSE, LENGTH=1642
15 miRNA 21 UUCCARGCUAGAGGGAGAGRY 1 | Symbols: AGE1, ELK4, ATAGBL | GTP binding
amif_AGE_132_20U | ATAG34460.4 " 9.23 i H E protein beta 1 | chrd:16477136-16479506, Cleavage 1
Target 133 AGGEUUCGAUCUCCCUCUCUC 153 REVERSE, LENGTH=1616
miRNA 20 UCCAAGCUAGAGGGAGAGAD 1
| symbals: TAS1A | TAS1A; ather RNA |
amiR_AGE_132_20U | AT2G27400.1 25 18,205 : : i Translation 1
rarget UACRCTCIETA 253 chr2:11721539-11722468, REVERSE, LENGTH=930
miRNA 20 UCCARGCUAGAGGGAGAGAU 1 | Symbols: | Quinopratein amine de-hydrogenase,
. H FERE A beta chain-like; RIC1-like guanyl-nucleatide exchange .
amiR_AGR_132 20U | ATSG28350.1 25 MM | pyrget 2231 AGGUUUGGUAUCCUUCUCUA 2250 factor | chr$:10320138- 10326346, Translation | 1
FORWARD, LENGTH=3711
. ~ | bols: | Quinop amine de-hydr 3
mARNA 20 UCCARGCUAGAGGGRAGAGAT 1 )
amiR_AGE_132_20U | ATSG28350.2 15 24.245 Lot trr.triiis beta d'""‘a':!::; r':hl r;':%g:;:;'snlu‘fali‘;:; exchange | 1 clation 1
Target 2045 AGGUUUSGUAUCCUUCUCUA 2064 : . g
o FORWARD, LENGTH=3470
miRNA 21 UUCCAAGCUAGAGGGAGRGAU 1
amiR_AGB_132 20U | AT1G52170.1 25 24,814 Ltiririiiocoi.iiiiii | Symbols: | p;;::méd;;éﬁﬁiss'm“%m’ Translation | 1
Target 51 GAGGUUCGACCCCUCUCUCUA 71 g =
miRNA 21 UUCCAAGCUAGAGGGAGRGAU 1
amiR_AGE_132_20U | AT2G18310.1 15 24814 Corlriin: | Symbols: | pre-tRNA | chr2:7955677-7955750, | 0 arion 1
) . REVERSE, LENGTH=74
Target 51 T1
miRNA 2 1 . .
amiR_AGE_132_20U | AT4G22635.1 25 24814 . | Symbots: | p;;é:mé‘ﬂ:‘éa:gigg 1910362, | o nslation 1
Target 51 GAGGUUCGACCC! 71 '
miRNA UUCCRAGCUAGAG ) ] )
| Symbals: | Protein phosphatase 2C family protein |
amifi_AGE_132_20U | AT2G30170.1 3.0 19,459 — . chr2-12879675.17881495, REVERSE, LENGTH=1048 Translation 1
mARNA | Symbals: | Protein phosphatase 2C family protein |
AT 70. ! \ - Transl
amiR_AGE_132_20U | AT2G30170.2 30 19.459 . 312878675 12881505, REVERSE, LENGTH-10es | Trnsiation | 1
miRNA | Symbols: | Tetratricopeptide repeat {TPR)-like
amif_AGB_132_20U | AT2G307E0.1 3.0 21.189 superfamily protein | chr2:13116474-13118308, Cleavage 1
Target FORWARD, LENGTH=2181
amiR_AGE_132_20U | ATSG54310.1 10 24,625 s | Symbals; NEV, AGDS | ARF-GAP domain 5 | Translation 1
e ) : : Target chr5:22057052-22061270, REVERSE, LENGTH=1866
miRNA 1 | Symbols: AGE1, ELK4, ATAGBL | GTP binding
amif_AGE_132 GG | ATAG34460.1 15 9.23 B H protein beta 1 | chrd:16477106-16479528, Cleavage 1
Target 155 AGGGUUCGAUCUCCCUCUCUC 175 REVERSE, LENGTH=1683
miRNA 21 UCCCRAGCUAGAGGGOGAGAU 1 | Symbols: AGE1, ELK4, ATAGEL | GTP binding
amiR_AGE_132_6G | AT4G34460.2 15 9.23 : EESE protein beta 1 | chra:16477136-16479504, Cleavage 1
Target 131 AGGEUUCGAUCUCCCUCUCUC 151 REVERSE, LENGTH=1868
miRNA 21 UCCCRAGCURGAGGGGGAGAU 1 | Symbols: AGB1, ELK4, ATAGBL | GTP binding
amiR_AGB_132_6G | ATAG34450.3 15 9.23 : [EREREE protein beta 1| chrd:16477136-16479506, REVERSE, | Cleavage 1
Target 133 AGGGUUCGAUCUCCCUCUCUC 153 LENGTH=1642
miRHA 21 UCCCARGUUAGAGGGLGEREAT 1 | Symbols: AGB1, ELK4, ATAGBEL | GTP binding
amiR_AGE_132_6G | AT4G34460.4 15 9.23 : T st protein beta 1 | chr4:16477136-16479506, Cleavage 1
Target 133 AGGGUUCGAUCUCCCUCUCUC 153 REVERSE, LENGTH=1616
miRNA 20 CCCARGCUAGAGGGGGAGAU 1 | Symbals: | Leucine-rich repeat protein kinase
amif_AGB_132_&6G | ATSG39390.1 25 15.876 H family protein | ehr5:15763715-15765469, Cleavage 1
Target 258 REVERSE, LENGTH=1509
miRNA 20 CCCARGCUAGAGGGGGAGAU 1 | Symbels: | Nucleotide-di ga
amiR_AGB_132_6G | AT2G39630.1 3.0 15.908 : rr.irz ses superfamily protein | chr2:16521744-16524687, Cleavage 1
Target 53 GGEUUUCGAUCUCUCCUUCUD 72 REVERSE, LENGTH=1401
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Tab. 4.10. Wyniki analizy psRNATarget dla amiRNA* dla genu IMM1 ID: AT4G22260

. Target i
Exy ti Multi-
mIRNA Acc, Target Acc, pectation | ccessibility Alignment Target Description Inhibition v
(E} (UPE) plicity
miRNA 21 UCUCACACARCARGGACUCCU 1 | Symbols: IM, IM1 | Alternative oxidase family
amiR_lmm_1149_19U | AT4G22260.1 0.5 20822 el E protein | chrd:11769754-11772516, Cleavage 1
Target L1530 AGGEUGUGUUGUUCCUGAGGA 1170 REVERSE, LENGTH=1435
| Symbols: | pseudogene, leucine-rich repeat
miRNA 20 CUCACACAACAAGGACUCCD 1 jprotein ki lated, similar to
amiR_Imm_1149_19U | AT4G132151 15 20.266 piroiiiis i leucine-rich repeat transmembrane protein kinase, Cleavage 1
Target 161 GAGGGUGUUGUUCCUGAGGE 180 putative; chrd:7673224-7673760
REVERSE, LENGTH=537
miRNA 21 UCOCACACARCARGGACUCCT 1 mla?::;‘:.ﬂ:‘;ln?fgi:l::;:::::r:;ta_::d:r:;:B
amif_Iimm_1149_19U | AT1G36580.1 3.0 13.992 R T o X X Translation 1
Target 242 GGAAUGAGUUGUACCUGAGGA 262 (TAIR:AT3G12800.1); chrl:13816459.13818556
REVERSE LENGTH=875
miRNA 21 UCUCACACAACARGCACUCCU 1 | Symbels: emb2191 | Cytidine/deoxycytidylate
amiR_lmm_1149_19U | AT1G48175.1 a0 18,299 [ 1 te dearninase family protein | chrl:17790507- Translatien 1
Target 160 GGGAUGUGUUUUUCUUGAGGA 189 17792331, FORWARD, LENGTH=E90
miRNA 21 UUCCACACAACAAGGACUCCT 1 | Symbels: IM, IM1 | Alternative axidase family
amif_lmm_1149_20U | ATaG22260.1 0.5 20,822 Hn HH protein | chrd:11769754-11772516, Cleavage 1
Target WUGUUCCUGAGEA REVERSE, LENGTH=1435
miRNA cCU 1 | symbols: | 5-adi yl-L i D
amiR_Ilmm_1149_20U | AT4G14360.1 3.0 13172 LI A HEH methyltransferases superfamily protein | Cleavage 1
Target 1810 AAUGRAUGUUGUUCCUGAGGA 1830 chrd:8267660-8271121, REVERSE, LENGTH=2418
miENA 21 UUCCACACARCARGGACUCCU 1 | Symbols: | 5-ad yl-L hionine-d
amiR_Imm_1149_20U | AT4G14360.2 30 13172 : : sa: methyltransferases superfamily protein | Cleavage 1
Target GGA 1707 chrd:8267289-8270393, REVERSE, LENGTH=2666
miRNA ACARGGRCUCCU 1 .
. . o | Symbels: | unknown protein; chr2:17347157-
amiR_lmm_1143_20U | AT2G41610.1 3.0 16816 S : 17348239 , FORWARD, LENGTH=1083 Cleavage 1
miRNA CL | Symbols: emb2191 | Cytidine/deoxycytidylate
amif_Imm_1148_20U | ATIG48175.1 3.0 18,299 deaminase family protein | chri:17790507- Translation 1
Target 17792331, FORWARD, LENGTH=8590
miRNA | Symbols: | SECT-like guanine nucleotide exchange
amiR_Imm_1149_20U | AT4G3B200.1 30 22617 family protein | chrd:17915293-17922732 Cleavage 1
Target FORWARD, LENGTH=5294
miRNA | Symbols: IM, IM1 | Alternative oxidase family
amif_Imm_1149_6G | AT4G22260.1 0.5 20822 protein | chrd:11769754-11772516, Cleavage 1
Target ZUGUDG] GAGGA 1170 REVERSE, LENGTH=1435
miRNA ACRACARGGGCUCCU 1
i . | Symbols: ATOPTZ, OPT2 | oligopeptide transporter
amiR_lmm_1149_6G | AT1G09930.1 15 20047 I 2 | chr1:3227490-3230043, REVERSE, LENGTH=2205 | O°¥E® 1
miRNA 21 UCCCACACAACARGGGCUCCU 1 | Symbols: emb2191 | Cytidine/decxycytidylate
amif_lmm_1149_6G ATIGABITS 1 30 18299 Trotiiin Tri..iiios deaminase family protein | chri:17790507- Translation 1
Target 169 GRGCA 189 17792331, FORWARD, LENGTH=890
amif Imm 1149 66 miENA 21 UCUCACACARCARGGGCUCCU 1 | Symbols: IN, 1M1 | Alternative oxidase family
- o = — | AT4G22260.1 1o 20,822 Tz : protein | chrd:11769754-11772516, Cleavage 1
Target 1150 1170 REVERSE, LENGTH=1435
miRNA z0 1
amif_imm_1149_66 | Symbols: ATOPT2, OPT2 | aligopeptide transporter
- o =777 | AT1G09930.1 2.0 20.047 . . Cleavage 1
Target 1440 1459 2| chr1:3227490-3230043, REVERSE, LENGTH=2205
| Symbols: | pseudogene, leucine-rich repeat
. miRHNA 20 1 protein ki lated, similar to
R_I 1143_6G y .
amt _mT‘J_U == | AT4G13215.1 2.0 20,266 lewcine-rich repeat transmembrane protein kinase, Cleavage 1
Target 161 180 putative;| chrd:7673224-7673760,
REVERSE, LENGTH=537
N miRNA 20 1 y
amiR_lmm_1149_66_ | Symbols: ASK14, SK14 | SKP1-like 14 |
AT2G03170.1 3.0 19.775 B . Cleavage 1
191 106 GACUGUGUUGUUACCGAGGY 125 chr2:961322-961771, FORWARD, LENGTH=450
1 AGAGCAGCU 1 .
L | Symbols: SQE2 | squalene epoxidase 2 | .
amif_lmm_283_19G AT2G22830.1 15 6.87 S . chr2:9723680-9726270, REVERSE, LENGTHs2025 Translation 1
miRNA | symbols: | Erythronate-d-phosphate
amiR_Imm_283_19G AT1G75180.2 2.0 9.366 dehydrogenase family protein | chri:28215841- Cleavage 1
Target 28218801, REVERSE, LENGTH=1828
miRNA | Symbels: | Erythranate-4-phosphate
amif_lmm_283_19G | AT1G75180.3 .0 9,366 dehydrogenase family protein | chrl:28215836- Cleavage 1
Target ] 28218801, REVERSE, LENGTH=1737
miRNA 20 AGGGRGAGAGAAGH | Symbels: | NAD{P)-binding Rassmann-fald
amif_Imm_283_19G | AT4G35250.1 2.0 9647 t1. 1ot superfamily protein | chrd:16771171-16773364, Cleavage 1
Target T1 UcucucUCUCUUCUCUUCGR S0 REVERSE, LENGTH=1513
R - ey - | Symbols: | unknown protein; BEST Arabidopsis
i “ AERERERARREC : thaliana protein match is:.unknown protein
amif_lmm_283_19G | AT1520460.1 2.0 11.462 ) - " Cleavage 1
Target 215 CUGUCUCUUUCUUCUCGUCGA 235 (TAIR:ATLG76185.1K| chrl:7091361-7092293,
FORWARD, LENGTH=465
miRNA 21 GRGGGAGAGRGARGRGTRGCY 1 | symbols: ATCOQ3, EMB3002, COQ3 | coenzyme O
amif_lmm_283_13G AT2G30320.1 2.0 14.176 Pieia EE 3| chr2:13157133-13159932, Translation 1
Target 145 CUUCUUCUCUCTUGCUCGUCGA 165 REVERSE, LENGTH=1353
miRHA 21 GAGGGAGASAGARGA 1 | Symbols: | Duplicated homeodomain-like
amif_lmm_283_13G | ATS5G45420.1 2.0 14.215 : superfamily protein | chr5:18404065- 13406606, Translation 1
Target 210 UUCC CUIUCCOCGUS REVERSE, LENGTH=1232
miRHA GAGGGAGAGAGAAGH! GCU 1 | Symbols: | Histone H3 K4-specific
amif_Imm_283_19G | AT1G21920.1 25 11747 T.z LS methyltransferase SET7/9 family protein | Translation 1
Target 124 CUCUCUCUCUCUCULUGUC chrl:7704255-7706140, REVERSE, LENGTH=1727
miRHA 21 GAGGGAGAGAGARGAGCAGCY 1 | Symbals: | Phosphatidylinositol-4-phosphate 5-
amif_lmm_283_19G AT3GO7360.1 30 7702 L EEE : kinase family protein | chr3:2534887-2538372 , Tranzlation 1
Target 179 CUCUCUCUCOCTUCUD CCU 199 FORWARD, LENGTH=2817
miRNA 21 GAGGGAGAGAGARGAGCAGCU 1 _ -
. | Symbals: | ARM repeat superfamily protein |
amif_Imm_283_13G | ATSG48120.1 30 10.167 S chr-19507902-19514854, REVERSE, LENGTH=3793 Cleavage 1
miRNA | Symbals: ATCOO3, EMB3002, £0Q3 |coenzyme O
amiR_Imm_283_20G | AT2G30520.1 2.0 14.176 3 | chr2:13157133-13159932, Translation 1
Target REVERSE LENGTH=1353
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Tab. 4.10. Wyniki analizy psRNATarget dla amiRNA* dla genu IMM1 ID: AT4G22260 c.d.

miRHA 21 G GCU 1 | symbols: CYP7L0AL | cytochrome PASD, family
amiR_Imm_283_20G | AT2G34500.1 25 7.055 - : 710, subfamily A, polypeptide 1 | chr2:14539479 Cleavage 1
Target 264 L A 284 14541406, REVERSE, LENGTH=1928
rn R s | Symbals: TOC1, APRR1, PRR1, ALTOCT | €CT motif -
i RNP e
. containing response regulator protein |
i
amiR_Imm_283_20G AT5G61380.1 25 8.704 S chr5:24675064-24678550, Cleavage 1
FORWARD, LENGTH=2707
. | Symbols: | unknown protein; BEST Arabidopsis
. o thaliana protein match is: unknown protein
I T . ; leave
amiR_Imm_283 20G | AT1620460.1 25 11462 F— (TAIR:AT1G76185.1) | chr1:7091361-7092993, Cleavage 1
- FORWARD, LENGTH=465
miRHA
| Symbals: KC53 | 3-ketoacyl-CoA synthase 3 |
amiR_Imm_283_20G AT1GOTTI00 25 11.807 R ¢hr1:2390655-2392453, REVERSE, LENGTH=1799 Cleavage 1
miRHA . -
| Symbols: OHP2 | ane-helix protein 2 |
IR_I AT . ' |
amif_lmm_2683_206 1634000.1 3 e S chr1:12357910-12358966, REVERSE, LENGTH=824 | C°7aEe !
amif_Imm_283 206 | AT4G03520.1 25 10569 mARKR | Symbols: ATHM2 | Thisredoxin superfamily pratein Cleavage 1
- - | ! Target | chr4:1562359-1564192, REVERSE, LENGTH=924 B
miRNA | Symbols: | Integrase-type DNA-binding superfamily
amiR_Imm_283_20G AT1GE0580.1 30 5234 protein | chrl:30293558-30294328, Cleavage 1
Target FORWARD, LENGTH=T71
miRNA
i | Symbals: | transposable element gene |
R_Imm_283_20G | AT5G27925.1 30 8.601 cl 1
Fmin_imm_s82_ — chr5:9049686-9954107 , FORWARD, LENGTH=4422 eAEe
miRNA | Symbols: | Erythronate-4-phosphate
amiR_Imm_283_20G | ATIG75180.2 30 9.366 dehydrogenase family protein | chrl:28215841- Cleavage 1
Target 28218801, REVERSE, LENGTH=1828
miRHA | Symbols: | Erythronate-d4-phosphate
amiR_Imm_283 20G AT1G75180.3 30 9.366 dehydrogenase family protein | chri:28215836- Cleavage 1
Target 28218801, REVERSE, LENGTH=1737
miRHA .
. . | Symbaols: ATPMES, PME3 | pectin methylesterase 3
IR_Imm_283_2 AT3614310.1 17 I 1
amif_imm_283_206 3614310 3o 008 S | chr3:4771902-4775119, REVERSE, LENGTH=2115 Cleavage
miRNA | Symbols: ATCOQ3, EMB3002, COQ3 | coenzyme Q
amif_Imm_283_7G AT2G305920.1 20 14176 3| chr2:13157133-13159932, Translation 1
Target REVERSE, LENGTH=1353
miRHA N
i | Symbels: PMP | putative type 1 membrane protein
amiR_Imm_283_7G AT3G24160.1 25 5.812 - | che3:8726122-8729389 , FORWARD, LENGTH=1580 Translation 1
miRHA | Symbols: | NAD{P)-binding Rossmann-fold
amiR_lmm_283_7G | AT1GG2610.1 25 6,286 superfamily protein | chr1:23181463-23183227, Translation 1
Target REVERSE, LENGTH=143%
miRNA | Symbaols: | NAD{P)-binding Rossmann-fold
amif_Imm_283_7G AT1G62610.2 25 6.286 superfamily protein | chr1:23181463-23183227, Tranzlation 1
Target REVERSE, LENGTH=1436

4.1.7. Szkielet sztucznego miRNA

Gen Atl1g77235 koduje miR402, ktéry pochodzi z intronu genu oznaczonego jako
At1g77230 w tym samym kierunku, co pre-mRNA (Sunkar 2004). Badania wykazaty,
ze ekspresja tego genu indukowana jest abiotycznym stresem (Kim 2010). Wedtug
komputerowych analiz nie ma zadnych elementéw regulacyjnych powyzej na nici sekwencji
intronu (poczawszy od intronu do korca prekursora miRNA). Sugeruje to, ze cata sekwencja
intronu moze by¢ umieszczona pod kontrolg promotora, ktéry moze zosta¢ zaindukowany,
w celu uzyskania wysokiego poziomu ekspres;ji, lub tez jest specyficzny dla okreslonych tkanek
lub dla danego stadium rozwoju rosliny i wowczas ekspresje wykazuje tylko w specyficznych
dla siebie warunkach. Trzy fragmenty pierwszego intronu genu Atl1g77230 osobno
amplifikowano z uzyciem starteréw, wyposazonych w miejsca restrykcyjne na ich kofcach 5'.
Kolejne klonowania wszystkich fragmentéw do wektora pENTR4 zaowocowaty utworzeniem
»pustej” konstrukcji genowej stanowigcej szkielet o nazwie pENTR_VO (Rys. 4.14.A), ktéry jest
gotowy do wprowadzenia docelowych sekwencji regulujgcych. Nastepujace kroki prowadzg

do uzyskania funkcjonalnego wektora: utworzenie odwrotnie komplementarnych sekwencji
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do zaprojektowanych zaréwno amiRNA i amiRNA* — odpowiednio: RevComp_amiRNA
i RevComp_amiRNA*. Dupleks amiRNA:RevComp_amiRNA, o sekwencjach zawierajgcych
korice odpowiadajgce tym powstatym po rozcieciu wektora pENTR_VO przez enzymy
restrykcyjne Sall i MIlul, natomiast amiRNA*:RevComp_amiRNA* — o sekwencjach
zawierajgcych konce odpowiadajgce powstatym po rozcieciu wektora pENTR_VO przez
enzymami BamHI i Kpnl. Zapewnia to, ze oba wstawiane do wektora dwuniciowe fragmenty
sg umieszczane w odpowiednim potfozeniu w wektorze do klonowania. Wszystkie te cztery
sekwencje sg dostepne komercyjnie w postaci jednoniciowego syntetycznego DNA, gotowego
do hybrydyzacji — w celu uzyskania dwuniciowych fragmentéw — a nastepnie ligacji do
przygotowanego, przecietego wektora. Utworzenie catej konstrukcji sktada sie z dwdch cykli
podwdjnego trawienia odpowiednimi enzymami restrykcyjnymi wektora oraz ligacji. Pierwszy
cykl obejmuje ciecie wektora pENTR_VO enzymami Sall i Mlul i nastepcza ligacje do niego
dupleksu AmiRNA:RevComp_amiRNA. Skutkuje to otrzymaniem plazmidu pENTR_V1, ktéry
jest amplifikowany w bakteriach E.coli, izolowany i oczyszczany. Drugi cykl obejmuje trawienie
wektora pENTR_V1 enzymami BamHl i Kpnl. Przygotowany uprzednio dupleks
AmiRNA*:RevComp_amiRNA* jest do niego ligowany prowadzac do uzyskania plazmidu
PENTR_V2 zawierajgcego gotowg konstrukcje wyciszajacg, ktéra po namnozeniu
i oczyszczeniu jest gotowa do dalszej procedury. Taki wektor moze by¢ zrekombinowany
z wybranym wektorem binarnym z systemu Gateway® w celu transformacji roslin i uzyskania
stabilnej lub przejsciowej ekspresji amiRNA. Eksperyment pilotazowy przeprowadzono w celu
sprawdzenia, czy konstrukcja samego intronu nie posiadajgca sekwencji regulatorowe;j
amiRNA oraz amiRNA* ulega prawidtowe] przejsciowej ekspresji i jest wtasciwie przetwarzana
w lisciach Nicotiana benthamiana. Wektor pENTR_V2 zostat zrekombinowany z wektorem
Gateway® pMDC43 (Rys. 4.14.B). W rezultacie powstata konstrukcja genowa niosgca intron
genu At1g77230 zwigzany z biatkiem GFP w kasecie ekspresyjnej pod kontrolg promotora
2x35S i terminatora Nos. Rekombinowanym wektorem transformowano Nicotiana
benthamiana za pomocg agrobakterii A.tumefaciens i po 3 dniach izolowano catkowity RNA.
Reakcja odwrotnej transkrypcji potwierdzita ekspresje wprowadzonego konstruktu, jak
rowniez usuniecie intronu - nieobecnos¢ prazka o wielkosci odpowiadajgcej dtugosci genu GFP

z intronem na zelu agarozowym (Rys. 4.14.C).
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Dodatkowo przeprowadzono in silico analize struktury drugorzedowej trzonu
prekursora amiRNA. Obie sekwencje: oryginalnego intronu oraz przygotowanego szkieletu
z wtérnie wprowadzonymi sekwencjami pierwotnie w nim wystepujgcych miRNA i miRNA*
zostaty uzyte do przewidywania struktur drugorzedowych. Ogdlna struktura szkieletu
pozostata zachowana zas w poblizu sekwencji miRNA:miRNA* zaburzenia byty podobne (Rys.
4.11.D, E). Sugeruje to, ze w konstrukcji genowej niosgcej zmodyfikowany szkielet intronu A.
thaliana jest on utrzymywany w sposdéb umozliwiajgcy przetwarzane go w szlaku RNAi

w innych uktadach roslinnych, jak réwniez zachowuje strukture spinki do wtosow.
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Rys. 4.14. A. Schemat konstrukcji wektora wejsciowego niosgcego intronu genu At1g77230
stfuzgcego do umieszczenia w nim zaprojektowanych sekwencji amiRNA oraz amiRNA* wraz
z odwrotnie do nich komplementarnymi i miejscami restrykcyjnymi. B. Kaseta ekspresyjna wektora
binarnego pMDC43. Jego rekombinacja z wektorem wejsciowym prowadzi do uzyskania wektora do
ekspresji genu fuzyjnego z GFP w roslinach. C. Schemat gotowej konstrukcji ulegajgcej ekspresji

w roélinie wraz z zaznaczonymi miejscami zaprojektowanych starteréw do kontroli ekspresji
i wycinania intronu w roslinie.
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Rys. 4.14. c.d. Ponizej efekt reakcji PCR z uzyciem tych starteréw po reakcji odwrotnej

transkrypcji na wyizolowanym RNA z transformowanych roslin. 1SS+ oznacza uzycie odwrotnej

transkryptazy, 1SS- stanowi kontrole obecnosci DNA wektora. D. Przewidziana struktura drugorzedowa

oryginalnego prekursora miRNA zawartego w intronie. E. Przewidziana struktura drugorzedowa po

dodaniu miejsc restrykcyjnych i przywrdceniu oryginalnej sekwencji wyciszajacej.

Schemat zastosowania zaprojektowanych w programie AmiRNA Designer sekwencji do

eksperymentu biologicznego wyglagda nastepujaco:

Zaprojektowanie w programie AmiRNA Desigem
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Rys. 4.15. Schemat postepowania z zaprojektowanymi sekwencjami w eksperymencie

biologicznym
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4.1.8. Dyskusja

Jak dotad powstato kilka narzedzi bioinformatycznych, ktére sg w stanie zaprojektowac
amiRNA dla konkretnego organizmu lub grupy organizmoéw. Ostatnio opracowane narzedzia,
takie jak miR-Synth (Lagana 2014), AmiRzyn (Baby 2012) sg przeznaczone wytgcznie do
ludzkich amiRNA. Z powodu znaczgcych réznic w biogenezie i sposobie dziatania zwierzecego
i rodlinnego, miRNAe, narzedzia przeznaczone dla systemdw zwierzecych nie znajduja
zastosowania w projektowaniu roslinnych sztucznych miRNA. Najnowszym z dostepnych
narzedzi jest P-SAMS amiRNA Designer (Fahlgren 2016). Skupia sie on na podobienstwie
sekwencyjnym i nie bierze pod uwage parametréw termodynamicznych. Jednym z najczesciej
uzywanych narzedzi dedykowanych gtéwnie do roslin jest internetowy MicroRNA Designer
(WMD3) (Ossowski 2008, Schwab 2006). Ostatnie badania biologiczne weryfikujgce niektére
amiRNA zaprojektowane przy jego pomocy wykazaty, ze parametry skutecznej sekwencji
amiRNA nie sg jeszcze w petni zrozumiate (Li 2013). Pewne sekwencje amiRNA okreslone przez
WMD3 jako ,zalecane” byty mniej skuteczne, podczas gdy wyciszenie za pomocg sekwencji
okres$lanej przez WMD3 jako ,wyciszajgca w niewielkim stopniu” osigga nawet 90%.
Wiekszos¢ dostepnych narzedzi projektuje amiRNA na podstawie komplementarnosci
sekwencji i innych parametrow, gdzie jednym z nich jest obliczenie catkowitej energii
swobodnej dupleksu miRNA:target i/lub struktury drugorzedowej prekursora miRNA.
W niniejszej pracy przedstawiono nowg metode projektowania sekwencji amiRNA. Bierze sie
tu pod uwage rozktad energii swobodnej w strukturach znanych par miRNA:miRNA*
i miRNA:target na kazdej z pozycji badanego dupleksu. Na tej podstawie, tworzone sg
termodynamiczne profile, z ktédrymi sg poréwnywane rozktady energii swobodnej dla nowo
opracowanych odpowiednich dupleksdw zawierajgcych amiRNA. Stworzony na potrzeby
niniejszej pracy program AmiRNA Designer implementuje te metode do projektowania
sekwencji potencjalnych amiRNA. Program udostepniono do powszechnego uzycia

(Mickiewicz 2016).

AmiRNA Designer moze by¢ stosowany do dowolnego zestawu danych oraz dowolnego
organizmu, a nawet stadium rozwoju czy tkanki. Jego dziatanie opiera sie na wyznaczeniu
sekwencji, ktéra tworzy strukture drugorzedowa podobng do profilu termodynamicznego,

zdefiniowanego na podstawie zestawu sekwencji wskazanych jako wzorzec. Abstrahujgc od
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problemu wyciszania gendw mozna takze zaprojektowac takie sekwencje w innym dowolnie
wybranym celu. Program jest na tyle elastyczny, ze pozwala na wprowadzanie przez
uzytkownika dowolnie duzego i dowolnie rdznorodnego zbioru danych. Nalezy jednak
pamietac, ze moze to spowodowac iz réznice pomiedzy generowanymi strukturami zniwelujg
sie wzajemnie, a otrzymany profil termodynamiczny bedzie jedynie usredniong energig i nie
bedzie dla niego uzasadnienia funkcjonalnego. Moze sie réwniez zdarzy¢, ze zadany zestaw
sekwencji do stworzenia profilu usredni sie do niemal pfaskiego histogramu, gdzie nie bedzie
podstaw do okreslenia zaleznosci pomiedzy zmiang energii swobodnej przypisang do
poszczegdlnych pozycji w strukturze tworzonej przez sekwencje a sposobem funkcjonowania
czgsteczki. Takie problematyczne sytuacje mogtyby zosta¢ rozwigzane jedynie w trakcie
szczegotowych i dtugotrwatych badan biochemicznych zaprojektowanych sekwencji.
W niniejszej pracy, za pomocg programu AmiRNA Designer, wygenerowane zostaty
termodynamiczne profile dla miRNA:miRNA* i miRNA:target dla Arabidopsis thaliana.
Na podstawie uzyskanych danych zaprojektowano dwa niezalezne zestawy potencjalnych
amiRNA do wyciszenia dwdch przyktadowych gendéw z Arabidopsis thaliana. Zaprojektowane
sekwencje amiRNA i amiRNA* analizowano za pomocg skryptédw napisanych w jezyku Perl dla
efektu niespecyficznego oddziatywania. Ponadto zaproponowano szkielet dla
eksperymentalnego otrzymania amiRNA, ktory zostat wstepnie przetestowany pod katem

funkcjonalnosci.

Woyciszanie gendw jest szeroko eksplorowanym obszarem badan naukowych, zaréwno
w badaniach podstawowych jak i aplikacyjnych. Projektowanie matych niekodujgcych RNA
z wykorzystaniem narzedzi obliczeniowych znajduje zastosowanie w obu powyzszych
obszarach biologii. Program AmiRNA Designer to narzedzie bioinformatyczne, ktére umozliwia
zaprojektowanie sekwencji sztucznych miRNA, przeznaczonych do umieszczenia w wektorze
plazmidowym wedtug opisanego powyzej schematu. Opracowany szkielet wektora oraz
sposdb jego uzycia umozliwia wykorzystanie dostepnych komercyjnie syntetycznych
fragmentéw DNA, bez koniecznosci amplifikacji i klonowania genu bedacego przedmiotem
zainteresowania. AmiRNA Designer generuje sekwencje amiRNA oraz amiRNA*, dla zadanej
sekwencji genu, ktérego ekspresja ma zosta¢ obnizona za pomocg mechanizmu RNAi. W celu
zwiekszenia podobienstwa termodynamicznego zaprojektowanych struktur do wystepujgcych

W naturze zostata zaimplementowana metoda relaksacji przez wprowadzenie substytucji
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nukleotyddéw, ostabiajgcych wigzanie amiRNA:amiRNA* oraz amiRNA:target w miejscach,
gdzie byto ono zbyt silne. Oparcie na zbiorze sekwencji wskazanych w etapie analizy pozwala
na wyznaczenie profilu termodynamicznego dla danego zestawu i powoduje, ze nowo
zaprojektowane sekwencje tworzg struktury podobne do wzorca, co implikuje ich
przetwarzane tak jak sekwencji natywnych, nawet jesli nie znane sg jeszcze wszystkie
szczegoty mechanizmu RNAI. Prawdopodobienstwo oddziatywania zaprojektowanych amiRNA
oraz amiRNA* poza oczekiwanym miejscem docelowym jest weryfikowane za pomoca
dedykowanych skryptéw napisanych w jezyku Perl. AmiRNA Designer zostat opracowany dla
roslin, ale pozwala uzytkownikowi na ustawienie wfasnych parametréw i wykorzystanie
danych z innych organizméw do generowania profili termodynamicznych dowolnych

sekwencji.

4.2. Modelowanie biatka AtDCL4

Drugim aspektem rozwazan na temat strukturalnych uwarunkowan procesu biogenezy
matych regulatorowych RNA podjetych w ramach niniejszej pracy byta analiza budowy biatka
AtDCL4. Przedmiotem badania bylo modelowanie struktury biatka odpowiedzialnego za
hydrolize dwuniciowego RNA (w czego efekcie powstajg czgsteczki miRNA:miRNA*) w celu
okreslenia strukturalnych cech dopasowania enzym-substrat dla tej reakgc;ji.

Biatko typu Dicer z Arabidopsis thaliana oznaczone jako AtDCL4 wycina gtdwnie 21
nukleotydowe dupleksy RNA o niemalze idealnej komplementarnosci dopuszczajgc jednakze
niekanoniczne pary zasad G-U, czesto wystepujgce w strukturach RNA. Pomimo wielu prac
eksperymentalnych dotyczacych funkcji roslinnych biatek DCL, nadal niewiele wiadomo o ich
budowie. Poznanie struktury jednego z nich (a w dalszej przysztosci okreslenie takze struktury
pozostatych) moze byé pomocne w wyjasnieniu wielu wynikéw badan biochemicznych.
Pytanie dlaczego rosliny uzywajg co najmniej czterech biatek tego typu, podczas gdy u zwierzat
odnajdujemy zwykle jedno — co najwyzej dwa — nadal pozostaje niewyjasnione. Roslinne biatka
DCL sktadajg sie z 10 domen (por. Rys. 1.6), z ktérych tylko dla kilku dostepne sg poznane
struktury. Nie dla wszystkich udato sie takze doswiadczalnie okresli¢ ich funkcje, dlatego tez
w tej pracy skupiono sie na czesci biatka AtDCL4 odpowiadajgcej najmniejszemu biatku typu
Dicer pochodzgcemu z Giardia intestinalis (GiDCR). Biatko GiDCR posiada jedynie 5 domen,

ktére wystarczajg by wycinato ono z dtugiego dsRNA fragmenty o dtugosci ok 21 nt
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odpowiadajgce czasteczkom miRNA:miRNA*. Analogiczny fragment czasteczki biatka AtDCL4
okresli¢ mozna jako ,rdzen katalityczny” (por. Rys. 4.16) - opracowanie jego modelu datoby

podstawy do ukierunkowania badan eksperymentalnych w przysztosci.

4.2.1. Analiza sekwencji biatek Dicer i DCL

Pierwszym krokiem w kierunku modelowania homologicznego AtDCL4 byto
przyréwnanie wielu sekwencji (MSA, (ang. Multiple Sequence Alignment) z roslinnych biatek
DCL. Wyszukiwanie w bazie danych PlantGDB sekwencji biatek DCL zakodowanych
w genomach roslinnych dato ponad 100 wynikéw z wartoscig e-value ponizej 1e-20. Usunieto
z tego zestawu sekwencje z silnym podobienstwem tylko krétkiego fragmentu (<500 aa), co
sugeruje obecnos¢ jedynie domeny homologicznej, ale nie to, ze sekwencja koduje cate biatko
typu Dicer. Pozostate 75 rekorddw opatrzone byty jedynie numerem transkryptu, a nie
przynaleznoscig do konkretnego rodzaju DCL. Zatem za pomocg narzedzia NCBI BLAST i analizy
filogenetycznej przeprowadzono przypisanie ich przynaleznosci do poszczegdlnych klas
rodziny RNazy lll. Jako odniesienia uzyto sekwencji biatkowych A. thaliana: cztery biatka DCL
i dwa biatka RTL (ang. RNase Il Like Proteins, 1 i 2), ktére zawierajg jedng domene RNazy I
i dwie domeny dsRBD. Sg one pokrewne do DCL (Hiraguri 2005), lecz funkcjonujg w innych
szlakach biochemicznych. Analiza filogenetyczna wykazata, ze wszystkie badane sekwencje
byty skupione w szesciu grupach odpowiadajgcych sekwencjom odniesienia, 20 z nich
stanowito jednakze biatka RTL i te zostaty wyeliminowane z dalszej analizy. Ostatnim sitem dla
pozostatych 55 sekwencji byta ponownie ich dtugos¢. 15 z nich —pomimo dodatkowych domen
sugerujacych, ze mogg one by¢ biatkami DCL — nie obejmowata rozwazanego zakresu biatka
DCL od platformy do drugiej domeny RNazy. Ostatecznie analizowano 40 sekwencji
z nastepujgcych gatunkdéw: Brachypodium distachyon (stoktfosa) (Bdi), Glycine max (soja)
(Gma), Medicago truncatula (lucerna) (MTR), Oryza sativa (ryz) (Osa), Populus trichocarpa
(topola) (Ptr), bicolor sorgo (sorgo) (Sbi), Vitis vinifera (winorosl) (Vvi) i Zea mays (kukurydza)
(Zma). Lista ta zostata pdzniej uzupetniona sekwencjami biatkowymi DCL1, DCL2 i DCL4
z Nicotiana attenuata (Nat), z danych literaturowych, ktére byty analizowane i zdeponowane
w bazach UniProt i NCBI juz po przeprowadzeniu naszych analiz (Bozorov 2012). Drzewo
filogenetyczne otrzymane z 43 analizowanych sekwencji znajduje sie w zataczniku nr 4 na
koricu niniejszej rozprawy.

80



Wyniki i dyskusija

Ten sam zestaw sekwencji z ro$linnych DCL analizowano pod katem zidentyfikowania
w dopasowaniu MSA motywdéw zakonserwowanych, insercji i delecji oraz okreslenia regionéw
petli niezachowawczych. Wszystkie te informacje sg bardzo istotne dla poprawy pdzniejszego
dopasowania docelowej sekwencji AtDCL4 do potencjalnych szablonéw strukturalnych.
Dopasowanie MSA 43 sekwencji roslinnych obejmujgcych fragment odpowiadajacy
modelowanej sekwencji AtDCL4 znajduje sie w zatgczniku nr 5 na koricu niniejszej rozprawy.
Otrzymane wyniki wykazaty 42-48% podobienstwa sekwencji i 24-28% jej identycznosci
miedzy AtDCL4 a pozostatymi AtDCL1-3 w obrebie badanego rdzenia katalitycznego.
Najwieksza zmiennosc cechuje domene platformy, ktéra wykazata 23-40% podobienstwa przy
zaledwie 9-18% identycznosci oraz 23-40% luk. Biatko DCL1 ma duzg insercje okoto 50
aminokwasoéw, zlokalizowang miedzy platformg a domeng PAZ. Podobienstwo domeny PAZ
wszystkich biatek AtDCL byta nieco wieksza i bliska 37-51% natomiast luki zostaty zredukowane
do 3-14%. Dla domeny RNazy lll A (nazywanej dalej RIIIA, reszty 1089-1264 z AtDCL4)
podobienstwo sekwencji wyniosto 51-58% przy 2-7% luk. Najbardziej konserwatywna byta
domena RNazy Il B (analogicznie — RIIIB, reszty 1291- 1464 z AtDCL4), gdzie podobienstwo

sekwencji biatek AtDCL wynosito 52-57% niemal bez luk.

Przygotowujgc dopasowanie MSA 43 sekwencji roslinnych pobrano z bazy danych NCBI
sekwencje biatka DCL2 z Nicotiana attenuata (Bozorov 2012) (Numer identyfikacyjny NCBI:
JN032014). Sekwencja ta rdznita sie znaczaco od pozostatych biatek DCL2 na dtugosci 45
aminokwaséw, w regionie wysoce zachowawczym, stanowigcym fragment miejsca
katalitycznego. Uzyskana zostata ona w procesie translacji in silico po sekwencjonowaniu
kodujgcego DNA. Wiele metod, jakimi dokonuje sie sekwencjonowania jest podatne na btedy
w monotraktach — miejscach, gdzie ten sam nukleotyd wystepuje kilka razy — zdarza sie to
najczesciej w przypadku adeniny. Aminokwasy, zaréwno rozpoczynajacy jak i koriczacy,
réznigcy sie sekwencje pochodzity z miejsc gdzie zidentyfikowano monotrakt adeninowy. Ich
korekta — skrécenie pierwszego (z 6 do 5) oraz wydtuzenie drugiego z nich (z 3 do 4) (Rys.
4.15.A) spowodowaty, ze sekwencja biatka stata sie niemal identyczna z innymi biatkami

ro$linnymi DCL2 (Rys. 4.15.B,C).
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A.

Nat DCL2(971-1033)
Nat DCL2 mod

Nat_DCLZ2(971-1033)
Nat DCL2 mod

Nat DCL2(971-1033)
Nat DCLZ mod

ATGCACTCGTATCAGTGCACGCAARAL-CATTTITTATTCCAACCGCTAAGGTICTGGARGCAR
ATGCACTCGTATCAGTGCACGCRAARARACATTTITTATTCCARCCGCTRAAGGTICTGGARGCRAL
I S R R R
TTACARCAARGARATGCGTCGARARAGTTTCAT TTGGRAATCACTTGAGACACT TGGAGACTCTTT
TTACAACAARGARRATGCGTCGAARAGTTTCAT TTGGAATCACTTGAGACACT TGGAGACTCTTT
O e
TCTCARATATGCTGCGAGTATACAGCTGTTCARAGACT TATGARRATACATCATGAGGGTCTA

TCTCARATATGCTGCGAGTATACAGCTGTTCAAGACTTATGARA-TACATCATGAGGGTCTA
AAKKAKAKAKA K AKARA KA RAR AR KRN AARA R ARARAKARAK AL AAKARAKARAKA KA AKX &

B.

* 20 * 40 * 60
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Osa_DCL2b KiysiRei g WiEEelel i aWT < TLEA T TTKIXCOER - HeES  ET.GDS F LKYSN TS PRIl ReHEGTLT
Bdi_DCL2a KiYeINE SN EEele i TRV < T LEA [ TTKIICOED: [HejES LET .GDS F LKYSN Tl YN ISIHHEGTLT
Bdi_ DCL2b K)ol Re S EEele eV INT < T LEA L TTKIACOE - o2 S BT .GDS - LK Y\ANTOlIL YiN Vi HHE GIILT
Sbi_ DCL2 (T QLGP SM--KQF DB AN NEIA K O K D ER S O IM i S - —— - - — - — ——— — —— ————— A
Gma_DCL2a WK MHLDHCT--QNE QTI?VLEATTTKEC FEMES T ET1.GDS FLKYLYASOlOLFLUs VRN HHEGLLS
Gma_DCL2b K UsH AN (RN B A TIOMN T < VLEA [ TTRIRCISER - 58ES [ ET 1.GDS F LK YEYAS(ele)L Fl@y YsNHHEGLLS
Mtr_ DCL2 MRMHLDYCPQ--NKHOT FEA AN SN S OK (I TIgH Y [ LKYENYSelL. PNl VN HHEGLLS
Vvi_DCL2 N T HLNYCKQ- - NDIB T FRAN T SRR H €0 0 GIaH it .GDS FLKYLNASOWL FISVFONHHEGLLS
Ptr DCL2a : MKMHSDHYLQ-HVNMPSTE ARSI SRENKEOINGN LMkl Sl AS00INK T HONEIaeinis
Ptr DCL2b : |HSKMHSDHCMQ-NVDUPAUE AN SRGVIKSOIKIGH LoEiRel SiyngA ASQOINK LfONIaeifie
Nat_DCL2 MMRMHS Y QCTOKHF LFQPIMRFWKOMOORNASK ST WNHERHE T LASNMLRVY SCSRLMK I isialeisiny
Ath_DCL2 WMKST---—-- ISAUNT) T < VLEA [ TTRC)le!r B3RS LET L GDS F LKYINYSoleIL E[e): (oM HEHEGLLS

1K 4 leabtt ¢ e F eslLetLgdsFlky 1 hheg 1

C.

* 20 * 40 * 60
Osa_DCL2a F C v TIRHBESEFRLO)
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Rys. 4.15. A Zestawienie fragmentu sekwencji nukleotydowej Nat_DCL2 oryginalnej i po

modyfikacji ilosci adenin w traktach (zaznaczone kolorem czerwonym). B. MSA roslinnych DCL2 z
oryginalng sekwencjg biatka Nat_DCL2. C. MSA roslinnych DCL2 z sekwencjg biatka Nat DCL2
otrzymang po korekcie sekwencji genu.

Dopasowanie sekwencji GiDCR do profilu AtDCL1-4 pochodzgcych z MSA roslinnych

biatek DCL wykazato, ze jego podobierstwo do AtDCL1 wyniosto 20% (10% identycznosci)

podczas gdy dla AtDCL2-4 podobienistwo oscyluje wokét 21% (przy 11% identycznosci dla

AtDCL2 i AtDCL4 oraz 9% identycznosci dla AtDCL3). Najmniejsza liczba luk w dopasowaniu

GiDCR i AtDCL4 dodatkowo uzasadnia stuszno$¢ wyboru wtasnie tego DCL ze wszystkich
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czterech biatek typu Dicer pochodzacych z A. thaliana jako celu modelowania homologicznego

czasteczki biatka.

4.2.2. Wyszukiwanie szablonéw strukturalnych

Ze wzgledu na niezbyt duze podobienstwo sekwencji AtDCL4 do GiDCR (PDB ID: 2qvw),
ktéry poczatkowo byt jedyng dostepng strukturg, moggcy stuzy¢ jako szablon dla
modelowanego fragmentu, poszukiwano dodatkowych szablonédw do modelowania
poszczegdlnych domen. Zostang one omdwione w kolejnosci analogicznej do wystepujacej

w sekwencji biatka (Rys. 4.16).
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Rys. 4.16. Schematyczna reprezentacja budowy domenowej AtDCL4. Modelowany fragment
zaznaczono prostokgtem.

Wyszukiwanie w sekwencji platformy AtDCL4 (reszty 784-926) motywow
strukturalnych lub sygnatur biatkowych (ang. protein signature) za pomocg ogdlnie
dostepnych serwiséw i oprogramowania nie dato zadowalajgcych wynikéw. Stosunkowo od
niedawna dostepne sg struktury krystaliczne dla fragmentu obejmujgcego domeny PAZ,
platforme i helise taczacg biatka HsDCR w kompleksach z dsRNA (PDB ID: 4ngb, 4ngc, 4ngd,
4ngf, 4ngg, 4nh3, 4nh5 i 4nh6) (Tian 2014). Poréwnanie domen platformy z GiDCR i HsDCR
wykazuje, ze struktury 3D sg podobne (RMSD = 1,2 A), pomimo niskiego podobienstwa
sekwencji (25%). Ponadto przewidywania struktury drugorzedowej w tym regionie w czterech
AtDCL wykazujg charakterystyczny zwdj BBBBapa, podobnie jak dla struktur krystalicznych
platformy GiDCR i HsDCR. Obserwacja ta sugeruje, ze platforma roslinnych biatek DCL, mimo
niskiego stopnia podobienstwa sekwencji z platformg GiDCR i HsDCR, moze mie¢ zachowang

strukture, charakterystyczng dla biatek Dicer i DCL. Dopasowanie strukturalne dwdch matryc
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GiDCR (PDB ID: 2qvw) i HsDCR (PDB ID: 4ndg) oraz przewidzianych struktur drugorzedowych
AtDCL zostato wykorzystane do skonstruowania dopasowania sekwencyjnego do
modelowania homologicznego AtDCL4 (Rys. 4.17). W dostepnych strukturach krystalicznych,
platforma otacza helise tgczacyg tworzac z nig spdjny blok strukturalny, podczas gdy w
sekwencji obie domeny oddziela od siebie domena PAZ. Okazato sig, ze wazne jest jednak, aby
modelowa¢ domene platformy razem z helisg tgczgcy. Modele otrzymane w ten sposéb
wykazywaty lepsze parametry w systemach oceniania niz takie, ktére powstaty z prob

modelowania kazdej z tych dwdéch domen osobno.

Atoc4 5784950) i
e (4ngd 756- 911)

AtDCL4 (784-950)
GIDCR (2qvw: 1-149)
HsDCR (4ngd:756-911)

AtoeLd 5734 950) -
FisDeH (4ngd J56 -911)

Rys. 4.17. Przyréwnanie sekwencji aminokwasowych domen Platformy. Dwa dolne rzedy
opisujg motywy strukturalne obecne w poznanych strukturach biatek GiDCR i HsDCR odpowiednio.
GArny rzad symbolizuje predykcje struktury sekwencji AtDCL4. Poziome strzatki wskazujg strukture
B-kartki, walce zas a-helisy. Pionowymi strzatkami zaznaczono miejsca wigzania RNA, reszty nalezgce
do kieszeni wigzacej 5’ koniec RNA oznaczono czerwonym kolorem.

Domena PAZ, jako modut wigzgcy dwuniciowe RNA jest stosunkowo czesto spotykana
w wielu biatkach. W niektérych z nich struktura PAZ zostata poznana czy to w formie
samodzielnej domeny, czy w wiekszych strukturach biatkowych zawierajgcych réwniez inne
domeny. Dodatkowym atutem rozwigzanych struktur jest to, ze cze$¢ z nich wystepuje jako
kompleks z dsRNA, co stanowi wskazowke w jaki sposdb oddziatuje biatko z RNA w przypadku
modelowanego biatka. Jednakze problemem jaki sie ujawnit w projekcie zastosowania
dostepnych struktur domeny PAZ, jako szablonu dla analogicznej domeny biatka AtDCL4 byto

stosunkowo niskie podobienstwo ich sekwencji (Rys. 4.18).
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Rys. 4.18. Przyréwnanie sekwencji aminokwasowych domen PAZ modelowane] sekwencji
i rozwigzanych struktur jako szablondw. Helisy s3 oznaczone jako cylindry, B-kartki jako strzatki. Dolna
linia wskazuje strukture drugorzedowa szablonu HsDCR. Miejsca wigzania RNA sg zaznaczone
pionowymi strzatkami, reszty z kieszeni wigzacej 5’ sg zaznaczone na czerwono, reszty z kieszeni
wigzacej 3’ — na zielono.

Za pomocg narzedzia do predykcji struktury konsensusowej PCONSS5 udato sie okresli¢
strukture pochodzacg z GiDCR (PDB ID: 2qgvw) jako najlepszy szablon do modelowania AtDCL4-
Paz (927-1054 aa) (identycznos¢ 14%, punktowany na 1,82). Kolejne szablony okre$lone przez
program PCONS5 pochodzity z domen PAZ biatka Argonaute, czyli domeny PAZ z ludzkiego
AGO1 (PDB ID: 1si3, identycznos¢ 16%, punktowany na 1,77) i z muszki owocéwki (Drosophila
melanogaster) AGO1 (PDB ID: 1r4k, identycznos¢ 14%, punktowany na 1,75). Wyniki predykcji
z wykorzystaniem PCONSS5 rdznig sie od siebie w zaleznosci od dtugosci sekwencji zadanej do
analizy. Dlatego tez ponowiono wyszukiwanie szablondw dla krétszego fragmentu AtDCL4-Paz
(953-1054 aa), ktore potwierdzito wybdr struktury GiDCR, jako najlepszego szablonu
(identycznos¢ 17%, punktowany na 2,02). Najwiekszg identycznosé (28%) wykazywata
struktura PAZ z ludzkiego biatka-typu-PIWI-1 (Hs PIWIL1 PDB ID: 307v), jednakze jego
punktacja wynosita zaledwie 1,68. Analizy wykonane za pomocg metaserwerdw nie
uwzglednity struktur PAZ biatka HsDCR. Podobienstwo ich sekwencji z sekwencjg PAZ z AtDCL4
wynosito 35% (podobnie z GiDCR), jednakze 14% sekwencji pozostawato bez szablonu (tylko
6% w przypadku GiDCR). Aby zwiekszy¢ poprawnos¢ szablonu dla modelowania domeny PAZ,
najpierw wykonano dopasowanie strukturalne wybranych struktur krystalicznych domen PAZ
biatka AGO i biatek typu PIWI pochodzacych z GiDCR oraz HsDCR (za pomocg VMD), a
nastepnie poréwnano je z dopasowaniem wielu sekwencji (MSA) roslinnych domen PAZ. Takie
poréwnanie ujawnito dwa regiony, ktdre odrézniajg od siebie poszczegdlne rodzaje biatek
wigzgcych dwuniciowe RNA. Pierwszy obszar znajduje sie w przyblizeniu w srodku sekwenciji

PAZ i stanowi dwie anty-réwnolegte beta kartki. W strukturze znajduje sie on w dolnej czesci

85



Wyniki i dyskusija

kieszeni wigzgcej wystajacy 3' koniec dwuniciowego RNA (Rys. 4.19.A). Drugi rejon znajduje
sie w poblizu C-konca i stanowi petle, ktéra jest obecna w biatkach typu Dicer, zaréwno
zwierzat jak iroslin. Petla ta jest bardzo krétka w biatkach typu PIWI i AGO (Rys. 4.19.B)
(Mukherjee 2013, Simon 2011 ).

Rys. 4.19. Struktura domeny PAZ pochodzaca z biatka GiDCR. Zaznaczono charakterystyczne
motywy rozrdzniajgce poszczegdlne rodzaje biatek zawierajgcych domene PAZ. A. Element kieszeni
wigzacej 3’ koniec dsRNA. B. Dodatkowa petla o nieznanej funkgji.

Bioragc pod uwage strukture GiDCR, mozna zauwazy¢, ze odlegtosé pomiedzy miejscami
wigzania konca 3' RNA w domenie PAZ a miejscami aktywnymi w domenach RNazy llI
odpowiada dfugosci wycinanych krétkich dsRNA. Tak wiec sekwencja faczaca domeny PAZ
i RIIIA byta analizowana szczegdlnie starannie (Rys. 4.16). Co ciekawe, ten fragment rézni sie
dtugoscig u poszczegdlnych taksondéw. Na przyktad: u DCL pochodzacych z Arabidopsis
thaliana wystepuje tu mniej niz 100 aa, natomiast w zwierzecych biatkach Dicer jest to ok. 300
aa, gdzie wyjatkiem jest DMDCR1 z ponad 500 aa. Struktura GiDCR w tym regionie zawiera
helise taczaca (ang. connector helix). Sugerowano, ze mogtaby ona stanowié¢ swego rodzaju
,linijke molekularng” do mierzenia efektywnej dtugosci wytwarzanych duplekséw RNA (Lau
2012). W rodlinnych biatkach typu Dicer, odpowiedni region jest dobrze zachowany (ok. 80%
podobienstwa). Motyw pochodzacy z profilu roslinnych DCL (L/1)-PS-(I/L/V)-M odpowiada
analogicznemu motywowi 265-LPEIA-269 w helisie GiDCR. Wysoce konserwatywna Prolina
266 (co odpowiada P1069 w AtDCL4) zostata wczesniej opisana jako swego rodzaju ,,zawias”,
na ktorym wystepuje lekkie zgiecie helisy, istotnie utatwiajgce elastycznosé konformacyjnag
w GiDCR (MacRae 2006). Jednakze, dopasowanie sekwencji z GiDCR catej helisy tgczacej do
profilu roslinnych biatek DCL wykazato dos¢ stabe powinowactwo sekwencji z wyjgtkiem pieciu
potozonych centralnie reszt. W celu lepszego wymodelowania struktury i okreslenia dtugosci
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tej helisy w AtDCL4 w pracy wykorzystane zostaty programy JPRED i JUFO. Przewidziano za ich
pomocg dtugosc¢ helisy z AtDCL1-3 oraz biatka Dicer pochodzacego z myszy, aby znalez¢ — jesli
istnieje — korelacje pomiedzy diugoscia helisy tgczacej a dtugoscig wycinanego dupleksu RNA.
Przewidywana dtugosc helisy wynosi 30-31 aa dla réznych typéw DCL. Nie zaobserwowano jej
zwigzku z dtugoscia fragmentédw powstajgcych dsRNA (Rys. 4.20). Ponadto przewidziana
dtugosc¢ helisy faczacej z AtDCL4 (28 aa) jest podobna do analogicznej dtugosci GiDCR (30 reszt
aminokwasowych), chociaz dwuniciowy RNA, otrzymywany jako produkt GiDCR, ma 27
nukleotydéw dtugosci podczas, gdy AtDCL4 generuje fragmenty gtdwnie 21 -nukleotydowe
(Dunoyer 2010). Helisa faczaca jest poprzedzona petlg, ktdrej sekwencja jest dobrze
zachowana w obrebie kazdego typu DCL, ale rdzni sie znacznie pomiedzy tymi typami.
Sugeruje to, ze nie sama sztywna helisa stanowi molekularng linijke ale istotny w tym udziat

ma réwniez struktura jakg przyjmuja petle jg otaczajace.
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Rys. 4.20. Przyréwnanie sekwencji aminokwasowych helis tgczgcych z biatek roslinnych AtDCL
oraz dostepnych szablonéw strukturalnych. Niebieskim kolorem zaznaczono przewidywane dfugosci
helis, zielonym — obserwowane w strukturach szablondéw, gwiazdkami — motyw SM1A.

Helisa fgczgca w GiDCR od strony C-konca jest pofgczona przez zwdj strukturalny "petla
— krotka helisa — petla" z "antyrownolegtg" helisg stanowigca pierwszy motyw strukturalny
domeny RIIIA (SM1A, ang. signature motif) w miejscu aktywnym. Fragment o dtugosci 9 reszt
aminokwasowych, ktéry odpowiada krotkiej helisie (a2), jest dobrze zakonserwowany

w obrebie catego dopasowania DCLS i MmDCR (Rys. 4.20.).

Strukturalne dopasowania domeny GIiDCR RIIIA do AaRNase Ill (a takze do RIIIB
pochodzacych z HsDCR i MmDCR) (przy doktadnym natozeniu , krétkiej helisy” we wszystkich
tych strukturach) wykazaty, ze obie petle otaczajgce krétkg helise rdznig sie zarowno miedzy
gatunkami jak i rodzajami DCL. Pierwsza petla, poprzedzajgca krétka helise, jest nieco dtuzsza
u AtDCL niz odpowiedni fragment w GiDCR (o 9 aa). Pozostate zwierzece biatka Dicer majg
w tym miejscu dtugg sekwencje, ktérych brakuje u roslinnych DCLi oraz GiDCR. Sugeruje sie,

ze moze ona petnié funkcje "linijki", ktéra oddziela domeny PAZ i RNazy lll (Lau 2012) (patrz
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rozdziat 3.3). W naszym modelu ten region petni role zawiasu zmieniajgc wzajemne potozenie
przylegajgcych domen. Druga petla, ktéra nastepuje po ,krotkiej helisie" ma takg samg
dtugos¢ we wszystkich typach roslinnych biatek DCL. Jednakze, istniejg roznice w szablonach
strukturalnych: w GiDCR petla ta jest dtuzsza o 13 reszt niz w AaRNase lll. Te dodatkowe reszty
w GiDCR tworzg krotkie wstegi B, ktora oddziatujg z platforma, powiekszajgc jej arkusz B, co
stuzy stabilizacji catej struktury biatka. Dopasowanie sekwencji pochodzacej z AtDCL4 do
profilu skonstruowanego z trzech szablonéw (AaRNase Ill, GiDCR i MmDCR) wykazato wieksze
podobienstwo do RNazy Ill z bakterii (Rys. 4.18.B), jednakze brak petli w domenie bakteryjnej
spowodowat, ze z lepszym wynikiem domena ta byta modelowana wraz z domeng RIIIA na
podstawie szablonu MmDCR (PDB ID: 3c4b). Ostatecznie modelowanie doprowadzito do
uzyskania petli (pomiedzy a6 i a7, Rys. 4.21.A) nieznacznie dtuzszej niz w MmDCR ale krétszej
niz w GiDCR.

A.
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Rys. 4.21. A. Przyréwnanie sekwencji aminokwasowych domen RNazy Il A modelowanego
biatka oraz szablonéw pochodzacych z biatek GiDCR ora MmDCR. Helisy sg oznaczone jako cylindry.
Dolne linie wskazujg strukture drugorzedowg szablondw. Miejsca wigzania RNA sg zaznaczone
pionowymi strzatkami. Gwiazdki wskazujg reszty katalityczne. B. Przyréwnanie sekwencji
aminokwasowych biatek roslinnych DCL oraz bakteryjnej RNazy Il w regionach oddziatujgcych
z regionem katalitycznym. Tto w odcieniach szarosci oznacza stopien zakonserwowania danej reszty na
okreslonej pozycji w sekwencji.

Pierwsza domena RNazy AtDCL4 (reszty 1090-1274, RIIIA) wykazuje 23% podobienstwa
i 30% luk do odpowiedniego fragmentu GiDCR, natomiast poréwnanie z domenami RIIIA
pozostatych kregowcéw wykazuje ok 33% podobienstwa i ok 30% luk. Dopasowanie sekwencji

domen AtDCL4 RIIIA i MmDCR1 RIIIB wykazuje 37% podobienstwa i 16% luk. Rowniez analiza
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PCONSS potwierdzita, ze najlepszym szablonem strukturalnym dla AtDCL4 RIIIA jest struktura
MmDCR1 RIIIB (PDB ID: 3c4b) (wynik PCONS5: 3,6177). Drugim najlepszym szablonem jest
struktura rybonukleazy Ill z Thermotoga marine (PDB ID: 100w) z wynikiem PCONS5 3,4626,
podczas gdy trzeci najlepszy szablon to struktura RNazy Ill z Aquifex aeolicus (PDB ID: 2nuf,
PCONS5 zdobyt wynik 3,2859). AtDCL4 RIIIA zawiera insercje umieszczong w N-koricowym
fragmencie drugiego motywu katalitycznego (SM2A, reszty 1190-1232). Sekwencja ta nie jest
zachowana pomiedzy réznymi typami roslinnych DCL, a jej dtugos¢ w tym regionie rdzni sie do
23 reszt aminokwasowych. W AtDCL4 fragment ten zawiera 54 aminokwasdw, co zbliza je
najbardziej do DCL3, natomiast biatko DCL1 posiada najdtuzszg sekwencje w tym regionie (63
aminokwaséw), podczas gdy najkrdtsza sekwencja wystepuje u DCL2 (40 aminokwaséw). Ten
fragment AtDCL4 nie ma swoich odpowiednikéw w Zzadnej ze znanych struktur RNaz
bakteryjnych. Ponadto jest dtuzszy i wykazuje znacznie mniejsze podobienstwo do fragmentu
wystepujgcego w analogicznym miejscu w sekwencji pochodzacej z myszy (MmDCR1). Analiza
dokonana narzedziami przewidujacymi uporzadkowanie sekwencji biatkowej ujawnita, ze
region 1203-1218 raczej wykazuje tendencje do przyjmowania struktury nieuporzagdkowanej
niz do uformowania jakiegokolwiek rodzaju zwoju. Préby odnalezienia wzorca strukturalnego
tylko dla tego regionu (reszty 1175 - 1235) takze nie przyniosty pozytywnych rezultatéw.
W GiDCR ten obszar odpowiada petli (389 - 400), ktéra nie jest widoczna w strukturze
krystalicznej, co moze oznaczaé, ze jest nieuporzgdkowana idopiero w kompleksie
z substratem RNA przyjmuje funkcjonalng uporzagdkowang strukture. Petla ta zostata nazwana
»petlg pozycjonowania”, a badania biochemiczne ujawnity, ze jest ona odpowiedzialna za
utrzymanie prawidtowej wielkosci generowanych dsRNA (MacRae 2007). Wykazano, takze, ze
w AtDCL1 mutacje w tym regionie domeny RIIIA majg wptyw na wydajnos¢ przetwarzania pri-
miRNA (Liu 2012b). Zadna z badanych (zmutowanych) reszt w AtDCL1 nie jest zachowana
w DCLA4. Trzy z nich sg zakonserwowane tylko w roslinnych biatkach DCL1, podczas gdy kolejna
mutacja (numeracja R1495, DCL1), umieszczona najblizej SM2A, jest zakonserwowana
w DCL1, DCL2 i DCL3 ale nie w DCL4 (Liu 2012b). W HsDCR ten fragment ma okoto 127
aminokwaséw i zostat zidentyfikowany jako "miejsce wigzania" biatek AGO (Sasaki 2007).
Jednakze zachowawczy rejon odpowiedzialny za oddziatywanie z biatkami AGO jest obecne
tylko u biatek typu Dicer u kregowcow. Z powodu braku wiarygodnej informacji pochodzgcej
z szablondw strukturalnych sekwencje w obszarze reszt 1178-1232 zamodelowano jako petle,

ktora byta odcinana przed analizami oceniajgcymi poprawnos¢ koricowego modelu.
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Druga domena RNazy AtDCL4 (reszty 1291-1364, RIIIB) jest najbardziej podobna do
analogicznych domen obecnych u innych biatek z rodziny Dicer. Wykazuje 34% podobieristwa
i 23% luk w porownaniu do tej samej domeny z GiDCR, natomiast porédwnanie jej do domen
RIIIB biatek typu Dicer pochodzgcych od kregowcédw wykazuje ponad 50% podobienstwa i 8%
luk. Dopasowanie sekwencji domen AtDCL4 RIIIB i MmDCR1 RIIIB pokazuje 57% podobienstwa
i 8% luk, tak wiec te czesc¢ struktury wymodelowano stosujac krystaliczng strukture 3c4b jako

szablon (Rys. 4.22).
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Rys. 4.22. Przyrdwnanie sekwencji aminokwasowych domen RNazy Il B modelowanego biatka
oraz szablondw pochodzacych z biatek AaRNaselll oraz MmDCR1. Helisy sg oznaczone jako cylindry.
Dolne linie wskazujg strukture drugorzedowgq szablonéw. Miejsca wigzania RNA s3 zaznaczone
pionowymi strzatkami. Gwiazdki wskazujg reszty katalityczne. Tto w odcieniach szarosci oznacza
stopien zakonserwowania danej reszty na okreslonej pozycji w sekwencji.

4.2.3. Modelowanie homologiczne biatka

Jako ze okreslilismy kilka szablonéw do modelowania mniejszych fragmentdw,
ostatecznie dla fragmentu obejmujgcego obie domeny RNazy AtDCL4 RIIA-RIIIB uzyliSmy
wzorca zbudowanego z dwéch jednakowych domen 3c4b (MmDCR1) ustawionych wzgledem
siebie w sposob, jaki wystepujg w strukturze RNazy bakteryjnej 2nuf (AaRNaselll).
Jednoczesnie struktura 2nuf stanowi kompleks RNazy Il1I-RNA w postaci katalitycznej, zostata

zatem uzyta jako szablon takze dla oddziatywan AtDCL4-RNA .

Podsumowujgc, modele homologiczne zostaly uzyskane niezaleznie dla
poszczegdblnych blokéw: platformy — PAZ — helisy tgczacej (PPC) oraz dimeru RNaz: RIIIB RIIIA

(RR). Dopiero w ostatecznym modelu wykorzystana zostata struktura 2qvw (GiDCR), ktoéra
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wraz z oddzielnie modelowanym modutem RIIA-RIIIB zostata uzyta do modelowania

fragmentu PAZ-helisa tagczaca-RIIIA -RIIIB (PCRR) (Rys. 4.23.).

PCRR

PPC RR

Rys. 4.23. Modelowane fragmenty biatka AtDCL4.

4.2.4. Modelowanie kompleksu biatko — RNA

Modelowanie AtDCL4 w kompleksie z dsRNA prowadzono przy nastepujgcych
zatozeniach: (i) wigzanie dsRNA do domeny RNazy Il zachowane jest w analogiczny sposob jak
w kompleksie dimeru RNazy Ill z A. aeolicus z dsRNA (PDB ID: 2nuf (Gan 2008)),
(ii) 2-nt wystajgcy koniec 3' dsRNA jest wigzany w domenie PAZ, (iii) AtDCL4 generuje
fragmenty idealnie dopasowanego dsRNA o dtugosci 21-nt. Jako modelu dsRNA uzyto dwdch
struktur: dupleksu o dtugosci 32-par zasad zbudowanego w postaci kanonicznej
A-RNA oraz fragmentu heliakalnego RNA pochodzgcego z kompleksu RNazy I[II-RNA
z A. geolicus (PDB ID: 2nuf), wydtuzonego fragmentem dupleksu w kanonicznej formie
A-RNA. Utozenie wystajacych 2-nt na 3' koncu bylo wzorowane na podstawie RNA
w kompleksie z domena PAZ biatka HsAgol z HsAgol powigzanego z domeng PAZ (PDB ID:

1si3). Konce 5’ otrzymaty reszty fosforanowe.

Modelu strukturalnego PCRR uzyto do budowy wstepnego kompleksu z RNA. Domeny
RNaz w budowanym modelu AtDCL4 zostaty natozone na strukture szablonu dimeru RNaz llI
w kompleksie z RNA (PDB ID: 2nuf) przez minimalizacje RMSD jedynie reszt znajdujacych sie
w miejscach aktywnych biatka a nie catosci czgsteczki. Miato to na celu zapewnienie lepszego
dopasowania RNA do miejsc katalitycznych. tarncuchy RNA z 2nuf zostaty przeniesione do
modelu PCRR, a nastepnie przedfuzone strukturg A-RNA w kierunku domeny PAZ do momentu
osiggniecia pozgdanej dtugosci produktu AtDCL4, czyli dwdch nici o dtugosci 21 nt. Jednakze
w otrzymanym modelu wystajgcy koniec 3' dsRNA nie trafiat do kieszeni PAZ (Rys. 4.24.), co

oznaczato, ze niezbedne byto znaczne przesuniecie domeny PAZ, by RNA znalazto sie
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w kieszeni wigzacej biatka. Jest to uzasadnione tym, ze GiDCR, gtéwny szablon modelu PCRR,
generuje dtuzsze fragmenty dsRNA (25-27 nt) (McRae 2006) niz AtDCL4 (21 nt). Ponadto,
wczesniej wykazano, ze wigzanie dsRNA do GiDCR wymaga elastycznos$ci konformacyjnej

zaréwno biatka jak i RNA (McRae 2006).

Rys. 4.24. Poréwnanie utozenia domen PAZ i RNaz we wstepnej wersji modelu AtDCL4
(niebieski) natozone na struktury krystaliczne komplekséw z RNA 1si3 (czerwony) oraz bakteryjnej
RNazy Il 2nuf (bordowy). Dwuniciowe RNA przedtuzono fragmentem A-RNA do dtugosci 21 nt
zwystajgcym 3’ 2-nt koncem (fioletowy). W takim uktadzie konieczna jest rearanzacja
modelowanego biatka, tak by RNA trafiato do kieszeni domeny PAZ — kotwiczacej 3’ koniec RNA,
natomiast w odlegtosci 21 nt znajdowato sie w poblizu miejsca katalitycznego.

UzyliSmy dwdch podejsé, aby umiescic domene PAZ w pozycji pozwalajgcej na
interakcje z wystajgcym 2nt 3'koricem RNA. Pierwsza metoda polegata na wykorzystaniu
analizy drgan normalnych (NMA, ang. Normal Mode Analysis) zaréwno czgsteczki dsRNA jak
i modelu AtDCL4. Struktury z puli otrzymanej w wyniku analizy NMA dla PCRR byty nastepnie
naktadane na domene RNaz z kompleksu 2nuf. Analogicznie potraktowane zostato dsRNA,
z czego powstat zestaw struktur, ktory zostat natozony na RNA z tego samego kompleksu.

Uzyskane kompleksy AtDCL4-dsRNA, ktére wykazywaty najlepsze kontakty pomiedzy koricem
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3 'RNA i kieszeni wigzacej domeny PAZ wybrano do dalszej analizy (model PCRR1-RNA1).
W drugim podejsciu zatozylismy, ze domena PAZ wigze wystajgcy koniec 2-nt RNA w podobny
sposob jak PAZ pochodzacy z HsAgol. Struktura biatka zostata poznana jako kompleks z RNA,
ktorym byt dupleks RNA o dfugosci 9-nt (PDB ID:. 1si3 (Ma 2004)). Dopasowanie modelu
AtDCL4 do takiego stanu, by jednoczesnie oba konce dsRNA znajdowaly sie w miejscach
wigzania wymagato wykonania ruchu domeny PAZ oraz helisy tgczacej. Do zmiany potozenia
domen w poczatkowym modelu PCRR w kompleksie z dsRNA zostaty wykorzystane miejsca po
dwdéch stronach helisy taczacej. Potozenie domeny PAZ wyznaczono przez superpozycje RNA
pochodzgcego z wzorca 1si3 na koniec dsRNA zwigzanego z modelem PCRR w obrebie domen
RNaz. Nastepnie domena AtDCL4 PAZ zostata natozona na domene PAZ z 1si3. W ostatnim
kroku helisa tgczaca zostata recznie umieszczona w taki sposéb, by tgczy¢ obie domeny
wigzgce RNA. Wymagato to odbudowania wigzan w resztach wykorzystanych jako ,,zawiasy”
i doprowadzito do uzyskania modelu PCRR2-RNA2. To podejscie ma swoje uzasadnienie
w poprzednich badaniach symulacji dynamiki molekularnej biatka GiDCR (Sarzyriska 2010),
w ktérych zidentyfikowano miejsca po obu stronach helisy faczacej jako szczegdlnie podatne

na zmiane struktury (Rys. 4.25).

Badania te wykazaty w symulacjach MD, ze RIIIA-RIIIB i PAZ stanowig dwa ruchome
bloki wzgledem platformy przy analizie catego biatka GiDCR, natomiast w przypadku biatka bez
platformy sama domena PAZ wykazywata znaczng ruchomos$é. Ponadto, badania
biochemiczne ujawnity, ze ludzkie biatko Dicer rozdzielone na dwa fragmenty w obszarze
pomiedzy PAZ iRIIIA wykazywato aktywnos¢ (zachodzito ciecie dsRNA na produkty
o okreslonej wielkosci), a te fragmenty tworzg stabilny kompleks, nawet w przypadku

nieobecnosci RNA (Ma 2012).
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Miejsca elastyczne,
wokot ktérych mozliwa
~ jest zmiana orientacji
ZW0jow 0 mniejszym
— = 7 znaczeniu dla catosci
czasteczki.

-

Miejsce elastyczne, tworzace
,Zawias” u GiDCR (wg.Doudna
2007). Niepotwierdzone dla
Znaczace miejsca B et wygenerowanych modeli AtDCLA4.
elastyczne, wokét 3

ktérych mozliwa jest
zmiana orientacji domen.

Rys. 4.25. Analiza HingeProt miejsc elastycznych w modelu biatka AtDCL4. Wskazano miejsca
elastyczne odmienne od tych sugerowanych w literaturze.

Modele generowane z uzyciem NMA (PCRR1-RNA1) i w sposéb manualny (PCRR2-
RNA2) zostaly wykorzystane jako rusztowania do utworzenia korcowych modeli
obejmujgcych takze domene platformy (odpowiednio PPCRR1-RNA1 i PPCRR2-RNA2). W obu
modelach domena platformy zostata wbudowana przez strukturalnie dopasowanie modutu
PPC przez superpozycje jej domen PAZ i helisy taczgcej do modeli PCRR1 i PCRR2. Dodatkowo
przeprowadzono drobne manualne modyfikacje w celu unikniecia kolizji sterycznych miedzy
domeng platformy a RNA. W przypadku modutu PPC2 platforma zostata nieco przesunieta
w stosunku do domeny PAZ w celu lepszego dopasowania do dsRNA. Dostepne struktury
zawierajgce obszar platformy i PAZ z HsDicer (Tian 2014) oraz GiDCR (McRae 2006) rdznig sie
orientacjg PAZ w stosunku do domeny platformy. Badania wykonane metodag analizy
gtownych sktadowych (PCA, ang. Principal Component Analysis) dla czterech rdézinych
taricuchéw dostepnych w strukturze pochodzacej z GiDCR takze wskazujg na elastycznosc
domeny PAZ. Te obserwacje sugerujg, ze orientacja przestrzenna PAZ wzgledem domeny
platformy moze sie rézni¢ miedzy biatkami Dicer i DCL, a takze réznych stadiach dziatania,
w obrebie jednego biatka. Tym samym uzasadnia to podejscie do modelowania domeny
platformy niezaleznie, a nastepnie umieszczenia jej w wygenerowanym kompleksie biatko-

RNA.
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W ostatniej analizie modeli wygenerowanych in silico — w formie kompleksu biatka
zdsRNA — zostata przeprowadzona krétka symulacja MD z wiezami pozycyjnymi
z zastosowaniem potencjatu harmonicznego, zatozonymi na domenach RNaz oraz ciezkich
atomach zasad RNA, aby umozliwi¢ domenom platformy i PAZ dostosowanie sie do struktury
RNA. Symulacje przeprowadzono az RMSD osiggneta faze plateau (2ns dla obu modeli).
Podczas symulacji, drugorzedowa struktura domen platformy PAZ zostata dobrze zachowana.
Dodatkowo t3 samg metodg przeprowadzona zostata analiza trwatosci biatka w nieobecnosci
dsRNA. Symulacje MD o dtugosci 1 ns przeprowadzono tylko na czesci biatkowej po ekstrakcji
ich kompleksu biatko-RNA. Przygotowano struktury P1 i P2 pochodzace komplekséw PCRR1-
RNA1 i PCRR2-RNA2, odpowiednio. Model biatka P1 byt nieco bardziej stabilny i po 1ns MD
miat RMSD = 1,6 A, natomiast w przypadku P2 RMSD wynosito 2,2 A, w odniesieniu do struktur
w kompleksie z RNA. To, ze globalna struktura biatka pozbawiona RNA pozostaje dos¢ stabilna
nie oznacza, ze przytgczenie RNA, nie ma wptywu na strukture AtDLC4. By¢ moze kolejne
badania krystalograficzne oraz bioinformatyczne, pozwolg okresli¢ czy biatka typu Dicer
w stanie wolnym wykazujg fluktuacje konformacji na tyle istotne, aby jedna z konformacji
wykazywata znacznie wieksze powinowactwo do RNA, powodujgc jego zwigzanie. Ponadto
obecnos¢ dodatkowych domen biatka lub partneréw moze poméc stabilizowa¢ wzajemne
rozmieszczenie gtéwnych domen AtDCL4. Konieczne s3 jednak dalsze badania, aby w petni

zrozumie¢ wigzanie dsRNA przez AtDCLA4.

W celu oceny poprawnosci otrzymanych modeli AtDCL4 oraz metod zastosowanych
w celu ich ulepszenia, modeli ztozono do serwera analizujgcego jakos$¢ biatka (ProQ, Wallner
2003). Wedtug ProQ, najlepsze modele pochodzace wprost z Modellera zostaty ocenione jako
"do$¢ dobry model" (przewidywane LGscore ok 2) po NMA i recznych manipulacjach
przewidywany LGscore> 4 osiggneta poziom "bardzo dobry model". Walidacja modeli przed i
po symulacjach MD wykonana za pomocg programu ProQ pokazuje podobne parametry (Tab.

4.11), co oznacza, ze modele majg wysoki stopient poprawnosci.
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Tab. 4.11. Jako$¢ modeli AtDCL4 okreslona przez program ProQ.

Model LGscore MaxSub

PPCRR1 5.101 0.209

PPCRR1_MD" 5.050 0.210

PPCRR2 4.436 0.210

PPCRR2_MD" 4.665 0.208
*2.0ns of MD

Innym sposobem sprawdzania jakosci otrzymanych struktur byto zastosowanie
MetaMQAPII dostepnego na metaserverze Genesilico (Pawtowski 2008). Jest to narzedzie do
oceny jakosci struktur biatka dla modeli teoretycznych. Oblicza ona globalng doktadnos¢
struktury biatka, jak rowniez dla poszczegélnych reszt dodajac obliczong wartosé ,, B-faktor” do
pliku pdb. Rys. 4.26.A,B przedstawia modele PPCRR1 i PPCRR2 z uwzglednieniem obszaréw
o wyzszych inizszych poziomach doktadnosci oznaczonych odpowiednio jako fragmenty
niebieskie i czerwone (oraz odcienie zawarte pomiedzy tymi kolorami). Co wazne, regiony,
ktore sg funkcjonalnie istotne (na przyktad reszty katalityczne czy reszty wigzgce RNA oraz
struktura we wnetrzu biatka) charakteryzujg sie stosunkowo wysokg doktadnoscia, podczas
gdy regiony okreslone jako mniej doktadne sg usytuowane w mniej istotnych funkcjonalnie
czesciach struktury biatka. Rdzenie strukturalne obydwu domen RNaz Il jak iobszaru
oddziatywan pomiedzy nimi mogg by¢ traktowane jako pewne (przy szacowaniu dokftadnosci
poszczegdblnych reszt), co wskazuje na witasciwe ufozenie w naszych modelach dwédch
prostopadtych do siebie helis domen RNaz zaangazowanych w ciecie dsRNA. Wnetrze domeny
PAZ zawierajace "kieszen wigzacg" dwdch niesparowanych nukleotyddéw z 3’ korica dupleksu
dsRNA zostato ocenione jako korzystne, pomimo ze zachowawcze reszty czesci tej kieszeni,
a mianowicie: helisa i petla (reszty 982-1002) wykazujg nizszy poziom doktadnosci. Moze to
jednakze wynika¢ z dozwolonej ruchomosci tej czesci, ktéra jest takze widoczna w strukturach
krystalicznych domen PAZ GiDCR, jak réwniez w symulacjach MD i NMA. Struktury niektérych

petlii helis peryferyjnych nalezy traktowac jako niepewne.
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Rys. 4.26. A, B. Wyniki analizy jakosci modeli AtDCL4 za pomocg serwera MetaMQAPI. Kolor
niebieski wskazuje regiony o wysokiej jakosci, natomiast czerwonej — niskiej. C, D. Kompleksy AtDCL4
z dsRNA, na szaro zaznaczono RNA pozostajgce po reakcji ciecia A, C. Model PPCRR1 — NMA, B, D.
PPCRR2 — Model utworzony z zastosowaniem recznych manipulacji. C, D. Kolorowanie domen:
platforma — fioletowy , domena PAZ — Zzétta, helisa taczaca —czerwona, RIIIA — btekitna, RIIIB —
granatowa.

4.2.5. Oddziatywanie biatka z RNA

Oba modele biatka, zaréwno uzyskany z uzyciem NMA jak i metodg recznej
manipulacji, posiadajg konformacje umozliwiajagcg generowanie 21-nukleotydowych
duplekséw dsRNA, zgodnie z danymi biochemicznymi, jednakze wystepujg pomiedzy nimi
pewne réznice. Gtéwng rdéznicg pomiedzy modelami jest wzajemna orientacja dimeru RNazy
lll, platformy i domeny PAZ. Domeny te w otrzymanych modelach stanowig trzy ruchome
bloki. Dostepne dane strukturalne nie sg wystarczajgce do jednoznacznej orientacji
przestrzennej domeny PAZ w stosunku do domen RNaz. Chociaz potozenie dsRNA w kieszeni
katalitycznej moze by¢ okreslone jako wymodelowane z duzg pewnoscig, opartg na
strukturach krystalicznych RNazy Ill, w postaci kompleksu z RNA (PDB ID: 2nuf, 400g), istnieje
wiele mozliwosci utozenia dsRNA na powierzchni PAZ. Strukturalne natozenie dostepnych
domen PAZ w kompleksie z RNA pokazuje, ze tylko pozycja 2-nt na 3' koricu w kieszeni wigzgcej
PAZ jest zachowana, natomiast pozostata czes¢ taricucha RNA rdzni sie znacznie pomiedzy
strukturami (Rys. 4.27). Ostatnio opublikowana struktura fragmentu obejmujgcego fragment
platforma-PAZ-helisa faczaca z HsDCR (Tian 2014) wykazata, ze petla PAZ moze tworzy¢
spiralny zwdj, ktéry prawdopodobnie jest odpowiedzialny za regulacje wigzania dsRNA do
powierzchni HsDCR. Tak wiec zaproponowano dwa modele (PPCRR1 i PPCRR2), ktére rdznig

sie miedzy sobg sposobem w jaki dsRNA jest umieszczone na powierzchni PAZ.
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Rys. 4.27. Poréwnanie strukturalne réznych komplekséw PAZ-RNA. Btekitny TtAgo (3dlb),
rozowy TtAgo (3dlh), zielony HsAgol (1si3), zétty — TtAgo (3f73), czerwony HsPIWIL1 (307v), HsDCR
(4nha) —fioletowy.

W modelach AtDCL4 miejsca katalityczne RNazy Il s3 oddzielone od kieszeni PAZ
wigzacej wystajagcy koniec 3' RNA przez modut platforma-helisa faczaca, podobnie jak
w GiDCR. Badania strukturalne ludzkiego biatka Dicer za pomocg mikroskopii elektronowe;j
(EM) oraz nowa metoda analizy lokalizacji domen, ujawnity, ze domena platformy nie lezy
bezposrednio pomiedzy PAZ i RNazami lll, ale jest oddzielona od RNaz przez "domene linijki"
(Lau 2012). Ponadto, wykazano, ze umieszczenie domen RNaz Il i modutu platforma-PAZ
w strukturze HsDCR na mapie EM jest odmienne niz w strukturze GiDCR (Lau 2012). Poniewaz
AtDCL4, podobnie jak GiDCR, nie ma odpowiedniej domeny "pomiarowej", jest bardziej
prawdopodobne, ze pozycja domeny PAZ wzgledem RNazy lll jest jednak bardziej podobna do
GiDCR niz do HsDCR. W kazdym z modeli wzajemne pofozenia modutéw platformy-helisy
taczacej, PAZ i dimeru RNaz sg nieco odmienne, jednakze nie mozna wykluczy¢, ze te elementy
majg mozliwos¢ przemieszczania sie wzgledem siebie. W obu modelach petla RNazy 1109-
TEKCHER-1115 umozliwia tworzenie kontaktéw z platforma. W modelu opartym na NMA
(PPCRR1) powierzchnia interakcji pomiedzy platformg i RNazami jest bardziej rozbudowana
niz w drugim modelu (PPCRR2) i obejmuje réwniez reszty 1097-1100. W modelu PPCRR1
rowniez domena PAZ jest blizej potgczona z modutem platforma-helisa f3czaca niz w modelu
PPCRR2. W modelu PPCRR1 dodatkowo reszty L960 i F969 z powierzchni domeny PAZ tworzg

powierzchnie styku z platforma. Ponadto, potozenie domeny PAZ stabilizuje petle PAZ, ktora
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oddziatuje z platformg (reszty z petli PAZ 1018-LCHVRNLLHNR-1028 sg w kontakcie z resztami
pochodzgcymi z dwdch petli platformy: 835-QR-836 oraz 802-HPADR-806).

Dwa proponowane modele komplekséw AtDCL4-dsRNA rdéznig sie miedzy sobg
rowniez strukturg dsRNA. Chociaz w obu cze$¢ dsRNA, oddziatujagca z domenami RNaz
przyjmuje takg samg strukture jak we wzorcu strukturalnym 2nuf — nastepujgcy po nim
fragment w modelu zbudowanym z udziatem modyfikacji manualnych jest prosty, podczas gdy
w drugim modelu — NMA — dsRNA jest lekko odchylony od osi RNA. Wartos¢ RMSD

wyznaczona dla atoméw fosforu czasteczek RNA w obu modelach wynosi 3.1 A.

Mapowanie potencjatu elektrostatycznego na powierzchni otrzymanych modeli
PPCRR1 i PPCRR2 wykazuje wysoko dodatnio natadowane obszary w regionie kontaktu
zdsRNA na obu domenach: platformy i PAZ (Rys. 4.25.). Umozliwia to prawidtowe
oddziatywania z ujemnie natadowanymi resztami fosforanowymi taricucha RNA. Powierzchnia
PAZ wygenerowanych modeli posiada mniejsze obszary natadowane dodatnio do wigzania
wystajacego 3' konca dsRNA, anizeli domeny PAZ pochodzace z HsAgol i GiDCR (Ma 2004).
W niedawnych badaniach wykazano, ze pomimo iz domena PAZ jest wysoce konserwatywna
u wszystkich biatek typu Dicer, w biatkach DCL4 moze wykazywac znaczng odmiennosé
w rozktadzie potencjatu elektrostatycznego na powierzchni kieszeni wigzania RNA (Mukherjee
2013). Szczegdlnie u roslin jednolisciennych mozna zaobserwowac catkowite odwrdcenie
potencjatu elektrostatycznego kieszeni wigzgcej RNA domeny PAZ biatek DCL4 gdzie przyjmuje
on gtownie ujemne wartosci. Ta radykalna zmiana potencjatu elektrostatycznego na
powierzchni domeny PAZ jest catkowicie nowa i nie jest charakterystyczna dla domen PAZ
w ogdlnosci (Lingel 2004, Wang 2009). Chociaz funkcje tych zmian we wiasciwosciach
elektrostatycznych kieszeni wigzacej dsRNA nie sg znane, Mukherjee zaproponowat, ze DCL4
mogq wykazywaé rézne wiasciwosci wigzania dsRNA w porédwnaniu z innymi biatkami typu
Dicer. W procesie modelowania wygenerowalismy kilka modeli domeny PAZ na podstawie
nieco innego dopasowania do szablondw. Modele rdéznity sie rozktadem potencjatu
elektrostatycznego na powierzchni kieszeni wigzania RNA, jednakze wyniki oceny jakosci
modeli jako najlepsze wskazywaty witasnie te, ktdrych kieszen wigzania 3' konnca RNA byta

natadowana dodatnio.
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Ogolne wiasciwosci domeny PAZ z AtDCL4, niezbedne do rozpoznawania wystajacego
konica 3' dsRNA, sg podobne jak w kompleksie PAZ-siRNA pochodzgcym z HsAGO1 (PDB ID:
1si3) chociaz nie wszystkie reszty kieszeni wigzacej 3' koniec dsRNA sg konserwowane (por
Rys. 4.18.). Alfa-helisy na dnie kieszeni wigzgcej HsSAGO1-PAZ zawierajg kilka
zakonserwowanych reszt aromatycznych, ktére wydajg sie by¢ istotne dla rozpoznawania
dsRNA. W AtDCL4-PAZ tylko reszta Y1001 jest zachowawcza i odpowiada Y314 w HSAGO1-PAZ.
W naszych modelach ta reszta moze uczestniczy¢ w tworzeniu wigzan wodorowych z koncem
3' dsRNA. Reszty Y309 i F310 (numeracja wg HsAGO1), ktore zostaty okreslone jako wymagane
dla optymalnego wigzania RNA przez domene PAZ z HsSAGO1-PAZ i HsDCR (Gurtan 2012, Tian
2014) nie sg zachowane w DCL4 PAZ. Reszta Y309 z HsSAGO1-PAZ odpowiada S996 w AtDCL4
natomiast F310 —1997. W strukturze HsAGO1-PAZ siRNA F292 uczestniczy w oddziatywaniach
warstwowych z 3' koicowg zasada. Chociaz ta reszta jest wysoce konserwowana wsrdd
domen PAZ, w AtDCL4-PAZ w analogicznej pozycji wystepuje V985, a tym samym nie jest
zachowana. Jednakze inne kluczowe interakcje miedzy 2-nt wystajagcym 3' koncem RNA
i domeng PAZ obserwowane w HsAGO1-Paz-siRNA zostaty utrzymane w modelu AtDCL4-PAZ-
dsRNA. Reszta fosforanowa ze szkieletu RNA z konca 3' tworzy wigzania wodorowe z resztg
Y965 AtDCL4. Odpowiada to wigzaniu H269 z HsAGO1-PAZ z RNA. Natomiast zachowawcza
reszta Y970 z AtDCL4, ktéra odpowiada Y277 w HsAGO1l-PAZ, moze tworzy¢ wigzanie

wodorowe z przedostatnig rybozg na 3' koricu RNA.
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Rys. 4.28. Przestrzenne potozenie reszt z domen PAZ i platformy odpowiadajgcych za wigzanie

dsRNA. Utozenie pokazuje potencjalne oddziatywanie z koricami 5’ i 3’ czgsteczki RNA.
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W obu otrzymanych modelach 5' koniec nici dsRNA wchodzi do dodatnio natadowanej
kieszeni wewnatrz platformy. W szczegdlnosci reszta R872, ktdra znajduje sie na C-koncu
helisy taczacej, jest odpowiedzialna za tworzenie wigzan wodorowych z 5' koncem dsRNA
i przyczynia sie do utworzenia wtasciwego potencjatu elektrostatycznego na powierzchni
biatka. Reszty, ktére wchodzg w interakcje z dsRNA znajdujg sie na platformie i w petlach
domeny PAZ, chociaz specyficzne interakcje sg rézne w obu modelach to ogdélne dopasowanie
dsRNA do powierzchni platformy jest zachowane. W obu modelach petla platformy 830-
LHLAHQRSVS-839 tworzy interakcje z RNA. W modelu PPCRR1 wspomniana petla (a zwtaszcza
jej fragment QR) stanowi ptaszczyzne kontaktu ze szkieletem RNA w obrebie korca 5', podczas
gdy w modelu PPCRR2 petla ta wchodzi do mniejszej bruzdy ponad koricem 5' dsRNA i jest
zaangazowana w bezposrednie interakcje z dsRNA poprzez atomy szkieletu obu nici. Petla ta
nie jest scisle zachowana w obrebie roslinnych DCLi. Sama reszta R836 jest zachowana
w biatkach DCL4, a w typie DCL3 jest zastgpiona przez elektrododatnia lizyne. Dodatkowo,
N-kornicowa czes$¢ tej petli, podobnie jak analogiczna petla GiDCR, zaangazowana jest
w kontakty z domeng RIIIA. W obu modelach moze ona odgrywac role w umiejscowieniu
przestrzennym modutu platformy-PAZ-helisy tgczacej wzgledem modutu heterodimeru RNazy

Rozlegte interakcje z dsRNA rowniez wykazuje N-koncowa czes¢ duzej petli PAZ 1019-
CHVRNLLHNR-1028. Interakcje te rdznig sie miedzy modelami, poniewaz petla ta nie ma
identycznego potozenia. Zatem dsRNA zostat zadokowany na powierzchni PAZ w nieco inny
sposodb. W modelu PPCRR1 petla ta tworzy oddziatywania z duzg bruzdg RNA i stanowi
fragment kieszeni wigzgcej z 5’ koniec, natomiast w modelu PPCRR2 petla PAZ raczej wykazuje

interakcje z matg bruzdg i atomami szkieletu RNA.

Dtuga petla PAZ jest cechg charakterystyczng biatek Dicer i DCL, podczas gdy
w domenach PAZ biatek AGO i PIWI petla ta jest znacznie krétsza (Simon 2011). Predykcje
z wykorzystaniem metaservera Genesilico pozwolity okresli¢ C-koncowq czesci tej petli
(fragment 1031-TNLEPQELD-1039) jako nieuporzadkowang. Motyw 1023-NNL-1025 na
N-koncu duzej petli PAZ jest dobrze zachowany zaréwno wsrdd biatek DCL jak i Dicer
(Mukherjee 2013). Pozostata sekwencja tej petli PAZ jest zachowana jedynie wsrdd roslinnych

DCL. Istnieje jednak dla niej swego rodzaju odpowiednik w szablonach struktur HsDCR lub
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GiDCR (Rys. 4.18.). Struktura krystaliczna fragmentu biatka HsDCR obejmujgcego platforme-
PAZ-helise taczacg, pokazata ze wspomniana petla moze tworzyé helise zbudowang
z 14 aminokwaséw, lub pozostaje nieuporzagdkowana (Tian 2014). Te dwie formy strukturalne
mogaq sugerowac dwa rézne etapy oddziatywania biatka z dsRNA. Rozpleciona helisa umozliwia
kontakt dsRNA z powierzchnig biatka, co jest zwigzane z etapem ciecia. Uformowanie helisy
moze stuzy¢ odsunieciu przecietego dsRNA od powierzchni biatka pod katem ok.60°, co
wskazuje na etap uwolnienia produktu (Tian 2014). Rézne ksztatty petli PAZ w naszym modelu
odzwierciedlajg jej mozliwy dynamiczny charakter. Jest prawdopodobne, ze petla jest
czesciowo nieuporzadkowana w biatku niezwigzanym z RNA, przyjmuje natomiast inng forme

po przeprowadzonej przez DCL reakcji ciecia.

Wczesniejsze prace nad HsDCR i DmDCR1 wykazaty specjalistyczng kieszen, ktora wigze
reszte fosforanowg 5’ konica prekursora dsRNA (Park 2011, Tian 2014). Struktura krystaliczna
fragmentu biatka HsDCR obejmujacego platforme-PAZ-helise tgczacg pokazuje pieé reszt
argininy (R788, R790, R821, R996, R1003, numeracja wedtug HsDCR), ktére moga byc
wymagane dla rozpoznania 5' koica RNA (Tian 2014). Reszty R788, R790 nalezg do pierwszej
petli platformy (petla B1-B2) i nie sg zachowawcze w biatkach DCL4. W otrzymanych modelach
AtDCL4, odpowiadajgca jej petla jest krotsza i nie oddziatuje bezposrednio z 5' koncem RNA
jednakze jest zaangazowana w inne oddziatywania z RNA. W modelu NMA (PPCRR1), reszta
R806 z petli jest zaangazowana w oddziatywania ze szkieletem nici RNA zawierajgcej
niesparowany 3’ koniec. Reszta R821 w HsDCR znajduje sie w innej petli platformy — ta reszta
nie jest réwniez zachowana w DCL4 jednak reszty w odpowiadajacej jej lokalizacji w petli
AtDCL4 takze tworzg interakcje z dsRNA i przyczyniajg sie do powstania obszarow dodatnio
natadowanych na powierzchni platformy. Istniejg ponadto dwie argininy w petli PAZ AtDCL4,
ktdre sg usytuowane podobnie jak reszty R996 i R1003 w HsDCR ale nie sg one okreslone jako
zachowawcze (R1022 z AtDCL4 odpowiada R996 w HsDCR, natomiast R1028 - R1003)
(Mukherjee 2013). Wykazano, ze te dwie reszty rozpoznajg 5 'koniec dsRNA (w obu modelach
reszta R1028 nie jest zaangazowana w kontakt z 5' koricem dsRNA). Poprzednie badania
sugerujg, ze K1016 z AtDCL4 moze by¢ czescig kieszeni wigzgcej reszty fosforanowe 3’ korca
RNA (Fukunaga 2014), ale w uzyskanych modelach raczej R1014 wskazuje na interakcje z
dsRNA.
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Oba modele AtDCL4 wykazuja dodatnie natadowanie kieszeni wigzacych zaréwno
3'jak i 5' koniec RNA (Rys. 4.29.). Jednakze utworzone sg one z reszt aminokwasowych, ktére

nie sg scisle zakonserwowane u ssakéw i w innych biatkach zawierajgcych domene PAZ.

Rys. 4.29. Potencjat elektrostatyczny na powierzchni domeny PAZ i fragmentu platformy
A. Model PPCRR1 B. Model PPCRR2, C. HsAGO1 w kompleksie z RNA (1si3); D. Giardia Dicer (2qvw),
Natozono domene PAZ z HsAGO1 i przeniesiono fragment RNA, dla jasnosci rysunku jedynie 3nt.

A, B, C, D. Kolor niebieski wskazuje potencjat pozytywny wiekszy niz 1 kT/e, czerwony potencjat
negatywny mniejszy niz -1 kT/e, biaty — obojetny.

Modut obejmujgcy RNaze A i B w obu wygenerowanych modelach jest identyczny,
podobnie jego oddziatywanie z RNA nie rdzni sie pomiedzy modelami, zatem omdwiony

zostanie jako model AtDLC4 bez rozrdzniania jakg metodg zostat wygenerowany.

W przestrzeni katalitycznej dimeru RNaz AtDLC4 usytuowane s3 wysoce
zakonserwowane reszty odpowiedzialne za hydrolize wigzan fosfodiestrowych: E1122, D1126,
D1237, E1240, w RIIIA oraz E1330, D1334, D1422, E1425 w RIIIB. Prekursor siRNA — dtuga
czgsteczka dsRNA — zostat umieszczony analogicznie jak w przypadku wzorca strukturalnego
2nuf. Reszty katalityczne nie znajdujg sie w bezposrednim kontakcie z dsRNA albowiem
wykazano, ze dwa jony Mg2+ sg niezbedne dla tworzenia aktywnego katalitycznie kompleksu
biatko-RNA (Gan 2008). Dwie symetryczne pary reszt: N1159 i N1367 oraz K1233 i K1418
(odpowiednio w RIIIA i RIIIB) w obu modelach takze biorg udziat w interakcji z dsRNA. N1367
i K1418 odpowiadajg N1726 i K1790 w mysim biatku MmDCR1 (Du 2008). Reszty te sg wysoce
zachowawcze w domenach RIIIA i RIIIB w eukariotycznych biatkach typu Dicer oraz innych
endorybonukleazach. W niedawno rozwigzanej strukturze RNazy Il z drozdzy N278
(odpowiadajgcy w AtDCL4 N1159 i N1367) wspotdziata z resztg fosforanowg na 5' koncu

i czasteczkami wody podczas gdy K313 (odpowiadajgcy w AtDCL4 K1233 i K1418) wspotdziata
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zarowno z resztg fosforanowg na 5' koricu jak i resztg D317 (odpowiadajacy w AtDCL4 D1237
i D1422) (Liang 2014). Obydwa modele AtDCL4 sg zgodne z tymi danymi i sugeruja, ze te reszty
takze u roslinnych DCLi moga odgrywad istotng role w reakcji rozszczepiania wigzania

fosfodiestrowego, prowadzacego do utworzenia produktu — siRNA.
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Rys. 4.30. Reszty katalityczne w domenach RNazy odpowiadajgce za ciecie dsRNA. Gtéwne
kolory wskazujg poszczegdlne aminokwasy. Btekitny — lizyna, rézowy — kwas glutaminowy, zielony
— asparagina, 26tty — kwas asparaginowy.

W przypadku modelowanego kompleksu AtDCL4-RNA, oba te kluczowe motywy
wigzace RNA, znajdujgce sie w obszarach RNazy Il A i RNazy Il B, s3 zachowane w trakcie
symulacji MD, co s$wiadczy o ich stabilnosci. Ponadto, zidentyfikowano dodatkowe
oddziatywania biatko-RNA, ktére mogg pomdc w pozycjonowaniu dsRNA do miejsc ciecia (Gan
2006). W AtDCL4 reszty T1150 i T1358 znajdujgce sie w a-helisach domen RIIIA i RIIB
(odpowiednio), sg w stanie oddziatywac ze szkieletem dsRNA. Dodatkowo, reszta R1151
(w RIIIA) moze wchodzi¢ w interakcje ze szkieletem dsRNA. Odpowiada ona reszcie S68
z AaRNazy lll, ktdra oddziatuje z czedcig cukrowg reszty nukleotydowej w miejscu ciecia RNA
(Gan 2006). Jednakze arginina R1151 jest zachowana jedynie w domenie RIIIA DCL4 i DCL1, ale
w RIIIB nie wystepuje w tym miejscu. W domenie RIIIB wystepuje R1415, ktéra moze tworzyé
kontakty z dsRNA. W tej pozycji reszta K lub R jest obecna w DCL1, oraz DCL3 i DCL4 ale nie
DCL2.
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W strukturze kompleksu bakteryjnej RNazy Ill z dsRNA zostata zidentyfikowana
poprzedzajgca helise petla zawierajgca reszty katalityczne D1237, E1240 (w RIIIA) czy D1422,
E1425 (w RIIIB) — numeracja wg AtDCL4 - jako dodatkowy region odpowiadajacy za
rozpoznanie miejsca ciecia RNA (Gan 2006). W domenie RIlIIA AtDCL4 odpowiednia petla jest
dtuzsza i w otrzymanych modelach jej struktura nie jest pewna ze wzgledu na brak szablonu
matrycy strukturalnej. W AtDCL4 RIIIB odpowiadajgca sekwencja jest krétsza niz w RIIIA
o okoto 22 reszt aminokwasowych, a prdcz krotkiej petli zawiera helise a, ktéra jest
charakterystyczna dla eukariotycznych biatek typu Dicer, ale nie wystepuje u bakteryjnych
RNaz Il (Du 2008). N-koniec tej helisy, zawierajacy reszty 1387-SIY-1389, moze by¢
potencjalnie zaangazowany w interakcje z dsRNA. Reszta S1387 jest dobrze zachowana
zaréowno wsrdd roslinnych DCLi jaki i u MmDCR1. Natozenie strukturalne AtDCL4-RIIIB
z bakteryjng RNazg Il wykazato, ze S1387 odpowiada R97, ktére w bakteryjnej RNazie llI

tworzy wigzanie wodorowe z RNA.

Inny region w AtDCL4, ktéry moze tworzy¢ interakcje z dsRNA zostat przewidziany
w petli domeny RIIIA 1109-TEKCHER-1115. W obu modelach reszta K1111 moze oddziatywaé
ze szkieletem dsRNA w matej bruzdzie. Dodatnio natadowana reszta (K lub R) jest zachowana
w tym potozeniu w DCL2-4 ale nie DCL1. W GiDCR ta petla jest dtuzsza o 16-18 reszt niz u biatek
DCL i jest okreslana jako "petla platformy". Wykazano, ze mutacje w GiDCR R310A, R312A w

tej petli skutkujg wptywem na wtasciwe przetwarzanie dsRNA (MacRae 2007).

W domenie RIIIB reszty 1315-HPSYN-1319 z petli poprzedzajacej helise zawierajgca
motyw katalityczny E1330-D1334, podobnie jak w odpowiadajgcym jej regionie petli w RIIIA,
mogg tworzy¢ interakcje z nicig RNA zawierajgca 3' koniec po reakcji ciecia. W szczegdlnosci
reszta histydyny —H1315 — wydaje sie byé zaangazowana w wigzanie wodorowe ze szkieletem
RNA. Interesujgce jest, ze histydyna ta jest zachowana zaréwno u RNazy lll z bakterii, jak

rowniez w domenie RIIIB roslinnych DCLi oraz biatek typu Dicer pochodzacych od zwierzat.

4.2.6. Dyskusja

W pracy zaproponowano dwa modele biatka DCL4 z Arabidopsis thaliana w regionie

jego rdzenia katalitycznego w kompleksie z jego substratem - dsRNA. Modele AtDCL4
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otrzymano wykorzystujgc metode modelowania homologicznego, opierajac sie o szablony
strukturalne poszczegdlnych domen oraz blokdw domen, a nastepnie wykorzystujgc strukture
najwiekszego z dostepnych wzorcéw do modelowania wzajemnego utozenia domen. Nalezy
nadmieni¢, ze roslinne biatka DCL sg na tyle odmienne od analogicznych biatek zwierzecych,
ktorych struktury czesciowo poznano, oraz od biatek majgcych pewne podobne funkcjonalne
domeny, ze proces ich modelowania nie byt problemem trywialnym. Wszelkie préby uzyskania
modelu metodami automatycznymi i wspomaganymi serwerami dedykowanymi
otrzymywaniu struktur koiczyty sie niepowodzeniem. Dlatego tez, wiele dopasowan zaréwno
sekwencyjnych, jak i strukturalnych byto poprawianych recznie, tak aby ostateczny model byt

jak najbardziej zgodny z danymi biologicznymi opisujgcymi jego dziatanie.

Funkcja biatka AtDCL4 jako "linijki" do odmierzenia 21-nt RNA i wyciecia
odpowiedniego fragmentu z dtuzszego prekursora wymaga nieco innego pofozenia modutu
zawierajgcego dwie domeny RNazy Il w stosunku do domeny PAZ niz w strukturze
krystalicznej GIiDCR. Do budowy kompleksu AtDCL4-dsRNA wykorzystano informacje
strukturalne o interakcjach dwéch domen z dsRNA (domeny PAZ i RIIIA) oraz przewidywanej
elastycznosci AtDCL4. W szczegdlnos$ci, wymodelowana zostata domena platformy, ktdra
wykazuje niskie podobienistwo sekwencji z homologicznymi domenami o znanej strukturze.
Przewidziana struktura drugorzedowa wskazuje na duze prawdopodobienstwo, ze zachowana
jest jej struktura trzeciorzedowa. Domena platformy w obu modelach AtDCL4, podobnie jak
w GiDCR, tgczy domene PAZ oraz modut domen RNaz Il i odgrywa istotng role
w umiejscowieniu przestrzennym tych domen wzgledem siebie, w ten sposéb przyczyniajac
sie do "ustalenia wymiaru" cietego dsRNA. Prezentowane modele wskazujg reszty, ktore sg
wazne dla interakcji AtDCL4 z dsRNA. Modele ujawnity obecnos¢ dwdch strategicznych petli
nalezgcych do domen PAZ oraz platformy zawierajgcych kluczowe reszty biorgce udziat
w interakcjach pomiedzy tymi domenami jak i pomiedzy biatkiem i dsRNA. Petle te moga
utatwia¢ wigzanie dsRNA do biatka DCL lub tez pomaga¢ w oddysocjowaniu produktu po
reakcji ciecia. Dtuga petla domeny PAZ moze odgrywac role w pozycjonowaniu domeny PAZ
(w stosunku do platformy), co moze pomdc w poprawnym kierowaniu nici 3' RNA do kieszeni
wigzgcej w domenie PAZ. W otrzymanych modelach ufosforylowany 5' koniec dsRNA znajduje
sie w elektrododatniej kieszeni. Reszty aminokwasowe, ktére tworzg kieszen wigzacg nié 5'

w naszym modelu AtDCL4 s3 tylko czesciowo zachowane z tymi, ktore petnig analogiczng
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funkcje w HsDCR. Na podstawie analiz strukturalnych modeli mozemy przewidzie¢, ze reszty
R836 i R872 na powierzchni platformy sg istotne dla rozpoznania biatko-RNA. W szczegdlnosci,
mutacje tych reszt mogg pomac ustali¢, jak wazna jest w przypadku DCL4 (lub roslinnych DCLi
w ogodlnosci) kieszen wigzgca 5' koniec RNA. Innym interesujgcym regionem dalszych
biochemicznych badan jest petla PAZ (1017 — 1041), a zwtaszcza czy (i w jaki sposdb?) mutacja
reszt R1022 i/lub R1028 moze prowadzi¢ do zmian zdolnosci wigzania RNA przez AtDCL4 i jak

przektada sie to na inne roslinne biatka typu Dicer.

Cate biatko AtDCL4 zawiera dodatkowe domeny, ktére takze najprawdopodobniej
przyczyniajg sie do wtasciwego umieszczenia dsRNA w miejscu katalitycznym (Cenik 2011, Liu
2012b). S3 to: dwie domeny wigzace dsRNA (dsRBD), domeny helikazy i prawdopodobnie
DUF283 (Qin 2010). Co wiecej, funkcje AtDCL4 w kompleksie moga by¢ wspierane przez inne
biatka np. DRB4 (Fukudome 2011). Kazdy z dwéch otrzymanych modeli moze stanowi¢ swoisty
szkielet do stworzenia modelu catego biatka DCL4 czy tez funkcjonalnego kompleksu

ztozonego z biatek z nim oddziatujacych.

Prezentowane modele mogg by¢é wykorzystane do planowania kolejnych
eksperymentéw zaréwno biochemicznych jak i bioinformatycznych. Sugerowana struktura
rdzenia katalitycznego jak i inne miejsca potencjalne odpowiadajace za rozmaite interakcje
mogg wspomoc proces projektowania eksperymentdow np. w obszarze wprowadzanych do
sekwencji biatka mutacji punktowych, wyjasni¢ obserwowane skutki mutacji wystepujacych

spontaniczne lub poméc w interpretacji wynikdw badan biochemicznych.
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5. Podsumowanie

Whptyw struktury czasteczek biologicznych na ich funkcje jest niezaprzeczalny.
Przedstawione w niniejszej rozprawie wyniki badan sugerujg istnienie szeregu specyficznych
cech strukturalnych w budowie zaréwno biatek jak i RNA biorgcych udziat w biogenezie matych
regulatorowych RNA u roslin na przyktadzie Arabidopsis thaliana. Otrzymane modele biatka
AtDCL4 pokazaty w jaki sposéb jego struktura determinuje dtugosci produktéw prowadzonej
przez nie reakcji hydrolizy dsRNA. Wymodelowano oddziatujagcg z dsRNA platforme
stabilizujacg, ktorej obecnos¢ pomaga w utrzymaniu odlegtosci wymaganej dla uzyskania
okreslonej dtugosci produktow. Prezentowane modele wskazujg reszty, ktére sg istotne dla
oddziatywania  AtDCL4 z dsRNA. Szczegétowo  przeanalizowano domene PAZ
i zaobserwowano obecnos¢ kieszeni wigzgcej 3’ koniec RNA oraz potencjalng obecnos¢

drugiej kieszeni wigzgcej 5’ koniec dsRNA.

Badania nad strukturg drugorzedowa natywnych prekursoréow miRNA zaowocowaty
wyznaczeniem szeregu cech termodynamicznych, charakteryzujgcych ich budowe,
niezbednych do prawidtowego przetwarzania ich w ostateczny produkt — mate regulatorowe
RNA. Opracowano na ich podstawie algorytm zaimplementowany w programie AmiRNA
Designer przeznaczony do analizowania profili termodynamicznych drugorzedowych struktur

RNA oraz projektowania na ich podstawie czgsteczek o podobnych wtasciwosciach.

Omoéwione w niniejszej pracy wyniki zostaty przedstawione w nastepujacych

publikacjach:

1) Mickiewicz A, Rybarczyk A, Sarzynska, J, Figlerowicz M, Blazewicz J. (2016) AmiRNA
Designer — new method of artificial miRNA design. Acta Biochim. Pol. 63, 71-77.
do0i:10.18388/abp.2015_989

2) Mickiewicz A, Sarzynska J, Mitostan M, Kurzynska-Kokorniak A, Rybarczyk A, tukasiak P,
Kulinski T, Figlerowicz M, Btazewicz J. (2017) Modeling of the catalytic core of Arabidopsis
thaliana Dicer-like 4 protein and its complex with double-stranded RNA. Comput. Biol.

Chem. doi: http://dx.doi.org/10.1016/j.compbiolchem.2016.11.003
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3) Kurzynska-Kokorniak A, Koralewska N, Pokornowska M, Urbanowicz A, Tworak A,
Mickiewicz A, Figlerowicz M. (2015) The many faces of Dicer: the complexity of the
mechanisms regulating Dicer gene expression and enzyme activities. Nucleic Acids Res.

43, 4365-80. doi:10.1093/nar/gkv328 .

4) Sarzynska J, Mickiewicz A, Mitostan M, tukasiak P, Btazewicz J, Figlerowicz M, Kulifski T.
(2010) Flexibility of Dicer Studied by Implicit Solvent Molecular Dynamics Simulations.
Comput. Methods Sci. Technol. 16, 97-104. doi:10.12921/cmst.2010.16.01.97-104

5) Miskiewicz J, Tomczyk K, Mickiewicz A, Sarzynska J, Szachniuk M. (2017) Bioinformatics
study of structural patterns in plant microRNA precursors. Biomed Res Int.; doi:

10.1155/2017/6783010.

Kontynuacjg prac przedstawionych w niniejszej rozprawie zajmujg sie kolejne
pokolenia doktorantéw w poznanskim Europejskim Centrum Bioinformatyki i Genomiki
(ECBIiG). Planowane jest wykonanie eksperymentéw biochemicznych z wykorzystaniem
sekwencji wyciszajacych otrzymanych przy uzyciu programu AmiRNA Designer. Wykorzystujac
doswiadczenie zdobyte w modelowaniu biatka AtDCL4, zostanie wymodelowane biatko
AtDCL1. Ponadto wykonano analize prekursoréw miRNA dla struktur 3D pre-miRNA
(Miskiewicz 2018). W tym celu wykorzystujgc takie narzedzia obliczeniowe jak RNAComposer
(Popenda 2012, Antczak 2016) i MCQA4Structres (Zok 2014). Wytworzone modele 3D RNA bedg

oceniane na podstawie ich dopasowania do modelu biatka AtDCL1.
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6. Streszczenie

Regulacja ekspresji gendéw jest dla roslin procesem dzieki ktéremu mogg bronic sie
przed egzogennymi patogenami, sterowaé procesami rozwojowymi, jak i reagowac na
zmieniajgce sie warunki srodowiska. Mate regulatorowe RNA, bedgce elementami szlaku po-
transkrypcyjnej regulacji ekspresji gendw, to precyzyjny i szybki sposéb na obnizenie poziomu
ekspresji gendw, co sprawia, ze stanowig potencjalne narzedzie do badan biologii

molekularnej a takze celéw aplikacyjnych na roslinach uprawnych.

Biogeneza matych regulatorowych RNA rozpoczyna sie od dtugich RNA posiadajacych
w swojej strukturze fragmenty dwuniciowe. Jedno z biatek DCL wycina z nich dupleksy
o dtugosci 20-24 nt, ktére zostajg nastepnie rozplecione w kompleksie Mikroprocesora, gdzie
ni¢ wiodgca pozostaje od niego przytaczona jako wzorzec do rozpoznania mRNA. W kolejnym
etapie kompleks ten przytgcza sie do mRNA i przecina je w miejscu hybrydyzacji srRNA. Kazde
z roslinnych biatek DCL wycina fragmenty o charakterystycznej dla siebie, statej dtugosci,
jednakze dotad nie okreslono eksperymentalnie struktury zadnego z nich. Struktura dupleksu
miRNA:miRNA* oraz oddziatywanie pomiedzy nicig wiodgcg miRNA, a miejscem docelowym
w MRNA wydaje sie miec istotny wptyw na efektywnos¢ potranskrypcyjnej regulacji ekspresji
gendw, jednakze nie sg znane doktadne parametry strukturalne srRNA warunkujgce
skutecznos¢ ich dziatania. W ramach niniejszej rozprawy zrealizowano nastepujgce cele

badawcze w kierunku poznania strukturalnych uwarunkowan biogenezy roslinnych srRNA:

1. Wyznaczono szereg cech, zaréwno na poziomie sekwencji jak i struktury
drugorzedowej dsRNA. Badano dwa zestawy danych: jeden obejmowat dupleksy
miRNA:target, zas$ drugi prekursory miRNA, z ktérych, juz po uzyskaniu struktury
drugorzedowej, pobierane do dalszej analizy byly dupleksy miRNA:miRNA* przedtuzone
010 nt przed i za sekwencjg miRNA. W ten sposdb uzyskano referencyjne profile

termodynamiczne, wykorzystane pdzniej jako parametr do weryfikacji potencjalnych amiRNA.

2. Opracowano nowy algorytm wykorzystujgcy cechy termodynamiczne natywnych
struktur, ktére tworzg miRNA w swoich prekursorach, jak i oddziatujgce z docelowym
transkryptem wyciszanego genu. Stworzono narzedzie bioinformatyczne AmiRNA Designer

umozliwiajgce projektowanie sekwencji wyciszajgcych zadany gen. Wykorzystano
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opracowany program do generowania sekwencji sztucznych miRNA (amiRNA) dla
przyktadowych genéw. Po zaprojektowaniu kazdej sekwencji program sprawdza jej zgodnosé
z parametrami profili termodynamicznych. Opracowano sposdb wprowadzania modyfikacji do
sekwencji srRNA, tak by projektowane sekwencje lepiej pasowaty do profili. Przebiega to wg.

nastepujgcego planu:

. Uzyskanie sekwencji komplementarnej do zadanego targetu=>amiRNA

. Poréwnanie jej z profilem termodynamicznym dupleksu target:amiRNA

. Modyfikacje sekwencji amiRNA, ponowne poréwnanie j.w.

. Uzyskanie ostatecznej sekwencji amiRNA

. Uzyskanie sekwencji komplementarnej do amiRNA= >amiRNA*

. Poréwnanie jej z profilem termodynamicznym dupleksu amiRNA:amiRNA*

. Modyfikacje sekwencji amiRNA* ponowne poréwnanie j.w.

o N oo u b~ W N

. Uzyskanie ostatecznej sekwencji amiRNA*

3. Wymodelowano strukture przestrzenng biatka AtDCL4 w kompleksie z jego substratem
dsRNA, okreslajac jej zwigzek pomiedzy strukturg enzymu a dtugoscig wycinanych przez niego
fragmentéw dsRNA. Stosujgc metody in silico zidentyfikowano biatkowe czynniki strukturalne
— miejsca katalityczne wigzgce RNA oraz istotne zwoje, domeny i poszczegdlne reszty
aminokwasowe — oddziatujgce z dsRNA i majace bezposredni wptyw na powstawanie srRNA.
W szczegdlnosci wykorzystano modelowanie pordwnawcze (w oparciu o homologie) oraz
modelowanie kompleksu biatko-RNA, metode analizy drgan normalnych i symulacje dynamiki
molekularnej komplekséw biatek z RNA. Modelowanie struktury biatka w oparciu o skromne
dane — niewiele poznanych struktur oraz ich niskie podobieAstwo sekwencyjne do
modelowanego biatka — okazato sie zadaniem nietrywialnym. Zaréwno fragmenty sekwencji
nieposiadajgce zadnego odpowiednika moggcego stanowi¢ szablon strukturalny, jak i te
z niklym podobienstwem do znanych struktur wymagaty wiekszej uwagi i dodatkowych
zabiegdw. Otrzymane modele zostaly poddane szeregowi analiz komputerowych
okreslajacych ich wiarygodnos¢ jako wysoka, a takze analizie poréwnawczej tgczgcej poziomy

sekwenciji, struktury oraz danych pochodzgcych z eksperymentéw biochemicznych.

W efekcie realizacji celdw niniejszej pracy doktorskiej powstato pie¢ publikacji,

przeglagdowych, jak i opisujgcych wyniki badan wtasnych a takze program komputerowy
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Streszczenie

AmiRNA Designer, ktory ma na celu projektowanie sekwencji wyciszajacych, skierowanych

specyficznie do okreslonego genu, w szczegdlnosci roslinnego.
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7. Abstract

For plants, the regulation of gene expression is a process through which they can
defend themselves against exogenous pathogens, control development processes and
respond to changing environmental conditions. Small regulatory RNAs, which are elements of
the pathway of post-transcriptional regulation of gene expression, are a precise and fast way
to reduce the level of gene expression, which makes them a potential tool for research of

molecular biology and application purposes on cultivated plants.

The biogenesis of small regulatory RNAs starts with long RNAs with double-stranded
fragments in their structure. One of the DCL proteins cuts 20-24 nt duplexes from them, which
are then unraveled in the microprocessor complex where the leading strand remains attached
therefrom as a template for mRNA recognition. In the next stage, this complex attaches the
mRNA and cuts it at the site of srRNA hybridization. Each of the DCL plant proteins cuts
fragments of its own characteristic, fixed length, however, the structure of none of them has
yet been experimentally determined. The structure of the miRNA:miRNA* duplex and the
interaction between the miRNA guide strand and the target sequence in the mRNA seems to
have a significant impact on the effectiveness of posttranscriptional gene expression
regulation, however, the exact structural parameters of srRNAs determining their
effectiveness are unknown. As part of this dissertation, the following research objectives have

been achieved in order to learn about the structural conditions of srRNA plant biogenesis:

1. A number of features have been identified, both at the sequence and secondary
structure level of the dsRNA. Two sets of data were investigated: one included miRNA: target
duplexes, and the other, miRNA precursors, of which, after obtaining the secondary structure,
miRNA duplexes: miRNA * duplexes extended by 10 nt before and after the miRNA sequence
were collected for further analysis. In this way, the reference thermodynamic profiles were

obtained, which were later used as a parameter to verify potential amiRNAs.

2. A new algorithm was developed that uses the thermodynamic features of the native
structures that make up the miRNAs in their precursors as well as interacting with the target
transcript of the silenced gene. AmiRNA Designer — a bioinformatics tool to design sequences

for silencing a specific gene was designed. The developed program was used to generate
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artificial miRNA sequences - amiRNAs - for exemplary genes. After designing each sequence,
the program checks its compliance with the parameters of the thermodynamic profiles.
A method of introducing modifications to the srRNA sequence was developed so that the

designed sequences better fit the profiles. It runs according to the following plan

. Obtaining complementary sequence to given target=>amiRNA

. Compare it with the thermodynamic profile of the target:amiRNA duplex

. amiRNA sequence modifications, re-comparison as above

. Obtaining the final sequence of amiRNA

. Obtaining complementary sequence to amiRNA= >amiRNA*

. Compare it with the thermodynamic profile of the amiRNA:amiRNA* duplex

. amiRNA* sequence modifications, re-comparison as above

O N OO U B~ W N

. Obtaining the final sequence of amiRNA*

3. The spatial structure of the AtDCL4 protein in complex with its dsRNA substrate was
modeled, determining its relationship between the structure of the enzyme and the length of
generated dsRNA fragments. Using in silico methods, a few protein structural features were
identified — RNA-binding catalytic sites and folds, domains and individual amino acid residues
- responsible for dsRNA binding and directly impacted the formation of srRNA. In particular,
comparative modeling (based on homology) and modeling of the protein-RNA complex, the
method of normal mode analysis and molecular dynamics simulations of protein-RNA
complexes were used. Modeling the protein structure based on scarce data - little known
structures and their low sequence similarity to the modeled protein - turned out to be a non-
trivial task. Both fragments of the sequence without any equivalent that could constitute
a structural template and those with little resemblance to known structures required more
attention and additional efforts. The obtained models were submitted to a series of computer
analyzes verifying their reliability as high, as well as a comparative analysis combining the

levels of sequence, structure and data from biochemical experiments.

As aresult of the implementation of the objectives of this dissertation, five publications
were created, both reviewing and describing the results of own research, as well as the
AmiRNA Designer computer program, which aims to design silencing sequences specifically

targeted at a specific gene, in particular for plants.
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Zataczniki

9. Zataczniki

Zatacznik nr 1. Sekwencje miRNA wykorzystane do wyznaczenia zaleznosci sekwencyjnych

oraz profili termodynamicznych

Nazwa z miRBase Sekwencja start | koniec | ramie | dtugos¢
MI10000184 UUGACAGAAGAUAGAGAGCAC 4 24 S5prim | 21
MI0000185 UUGACAGAAGAUAGAGAGCAC 19 39 S5prim | 21
MI0000186 UUGACAGAAGAUAGAGAGCAC 24 44 S5prim | 21
MI0000189 UUUGGAUUGAAGGGAGCUCUA 163 183 3prim | 21
MI0000190 UGCCUGGCUCCCUGUAUGCCA 4 24 S5prim | 21
MI0000191 UGCCUGGCUCCCUGUAUGCCA 5 25 S5prim | 21
MI0000192 UGCCUGGCUCCCUGUAUGCCA 5 25 S5prim | 21
MI0000193 UCAAUGCAUUGAAAGUGACUA 38 58 S5prim | 21
MI0000193_47_67 UGAAAGUGACUACAUCGGGGU 47 67 S5prim | 21
MI0000194 UCGAUAAACCUCUGCAUCCAG 89 109 3prim | 21
MI0000195 UCGAUAAACCUCUGCAUCCAG 79 99 3prim | 21
MI0000197 UGGAGAAGCAGGGCACGUGCA 19 39 S5prim | 21
MI0000198 UGGAGAAGCAGGGCACGUGCA 3 23 S5prim | 21
MI0000199 UCGGACCAGGCUUCAUCCcCCC 86 106 3prim | 21
MI0000200 UCGGACCAGGCUUCAUCCCCC 137 157 3prim | 21
MI0000201 UCGGACCAGGCUUCAUUCCCC 134 154 3prim | 21
MI0000202 UCGGACCAGGCUUCAUUCCCC 96 116 3prim | 21
MI0000203 UCGGACCAGGCUUCAUUCCCC 103 123 3prim | 21
MI0000204 UCGGACCAGGCUUCAUUCCCC 87 107 3prim | 21
MI0000205 UCGGACCAGGCUUCAUUCCCC 119 139 3prim | 21
MI0000206 UCGGACCAGGCUUCAUUCCCC 78 98 3prim | 21
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MI10000207 UCGGACCAGGCUUCAUUCCCC 85 105 3prim | 21
MI0000208 UGAAGCUGCCAGCAUGAUCUA 19 39 S5prim | 21
MI0000209 UGAAGCUGCCAGCAUGAUCUA 10 30 S5prim | 21
MI0000210 UCGCUUGGUGCAGGUCGGGAA 18 38 S5prim | 21
MI10000211 UCGCUUGGUGCAGGUCGGGAA 19 39 S5prim | 21
MI10000212 CAGCCAAGGAUGACUUGCCGA 18 38 S5prim | 21
MI10000213 UGAUUGAGCCGUGUCAAUAUC 59 79 3prim | 21
MI0000214 UGAUUGAGCCGCGCCAAUAUC 88 108 3prim | 21
MI0000215 AGAAUCUUGAUGAUGCUGCAU 78 98 3prim | 21
MI0000216 AGAAUCUUGAUGAUGCUGCAU 71 91 3prim | 21
MI10000218 UUUGGAUUGAAGGGAGCUCUU 168 188 3prim | 21
MI10000544 UUGGACUGAAGGGAGCUCCCU 154 174 3prim | 21
MI0000976 CAGCCAAGGAUGACUUGCCGG 43 63 S5prim | 21
MI0000977 CAGCCAAGGAUGACUUGCCGG 113 133 Sprim | 21
MI0000978 UGAGCCAAGGAUGACUUGCCG 41 61 Sprim | 21
MI0000979 UGAGCCAAGGAUGACUUGCCG 69 89 Sprim | 21
M10000980 UGAGCCAAGGAUGACUUGCCG 32 52 S5prim | 21
MI10000981 UGAGCCAAGGAUGACUUGCCG 144 164 S5prim | 21
MI10000981_204_224 | UCCGGCAAGUUGACCUUGGCU 204 224 3prim | 21
M10000982 UAGCCAAGGAUGACUUGCCUG 46 66 S5prim | 21
MI0000983 UAGCCAAGGAUGACUUGCCUG 40 60 Sprim | 21
MI10000984 UAGCCAAGGAUGACUUGCCUG 51 71 S5prim | 21
MI0000985 UAGCCAAGGAUGACUUGCCUG 43 63 S5prim | 21
MI10000986 UAGCCAAGGAUGACUUGCCUG 44 64 S5prim | 21
MI10000987 UAGCCAAGGAUGACUUGCCUG 42 62 S5prim | 21
MI10000988 UAGCCAAGGAUGACUUGCCUG 45 65 S5prim | 21
MI0000989 UUGAGCCGUGCCAAUAUCACG 78 98 3prim | 21
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MI10000990 UUGAGCCGUGCCAAUAUCACG 90 110 3prim | 21
MI0000991 AGAAUCUUGAUGAUGCUGCAG 98 118 3prim | 21
MI0000992 AGAAUCUUGAUGAUGCUGCAG 88 108 3prim | 21
MI0001000 AAGCUCAGGAGGGAUAGCGCC 18 38 S5prim | 21
MI10001001 AAGCUCAGGAGGGAUAGCGCC 15 35 S5prim | 21
M10001002 UUCGCAGGAGAGAUAGCGCCA 68 88 S5prim | 21
M10001007 CUGAAGUGUUUGGGGGAACUC 63 83 3prim | 21
MI0001008 CUGAAGUGUUUGGGGGGACUC 70 90 3prim | 21
MI0001009 CUGAAGUGUUUGGGGGGACUC 70 90 3prim | 21
MI0001010 CUGAAGUGUUUGGGGGAACUC 70 90 3prim | 21
MI10001011 CUGAAGUGUUUGGGGGAACUC 65 85 3prim | 21
MI10001012 CUGAAGUGUUUGGGGGGACUC 82 102 3prim | 21
MI10001013 UUCCACAGCUUUCUUGAACUG 11 31 S5prim | 21
MI0001014 UUCCACAGCUUUCUUGAACUU 11 31 Sprim | 21
MI0001015 UCAUUGAGUGCAGCGUUGAUG 11 31 Sprim | 21
MI0001016 UCAUUGAGUGCAUCGUUGAUG 11 31 Sprim | 21
M10001017 UGUGUUCUCAGGUCACCCCUU 75 95 3prim | 21
M10001018 UGUGUUCUCAGGUCACCCCUG 86 106 3prim | 21
MI10001019 UGUGUUCUCAGGUCACCCCUG 85 105 3prim | 21
M10001020 UGCCAAAGGAGAUUUGCCCUG 93 113 3prim | 21
MI10001021 UGCCAAAGGAGAGUUGCCCUG 105 125 3prim | 21
MI10001022 UGCCAAAGGAGAGUUGCCCUG 84 104 3prim | 21
MI10001023 UGCCAAAGGAGAUUUGCCCCG 70 90 3prim | 21
M10001024 UGCCAAAGGAGAUUUGCCUCG 79 99 3prim | 21
M10001025 UGCCAAAGGAGAUUUGCCCGG 88 108 3prim | 21
MI10001069 UAUGAGAGUAUUAUAAGUCAC 12 32 S5prim | 21
MI10001070 CGAAACUGGUGUCGACCGACA 108 128 S5prim | 21
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MI10001072 UUAGAUUCACGCACAAACUCG 103 123 3prim | 21
MI0001079 UUUAAAUCAUAUACUUUUGGU 72 92 S5prim | 21
MI0001080 AUGCACUGCCUCUUCCCUGGC 120 140 3prim | 21
MI0001085 UUUGGAUUGAAGGGAGCUCCU 195 215 3prim | 21
MI10001086 UUGGACUGAAGGGAGCUCCUU 170 190 3prim | 21
MI10001087 UGGAGAAGCAGGGCACGUGCG 11 31 S5prim | 21
M10001088 UAAGCUGCCAGCAUGAUCUUG 12 32 S5prim | 21
MI0001089 GGAAUCUUGAUGAUGCUGCAU 95 115 3prim | 21
MI0001424 AUAGUUUCUCUUGUUCUGCAC 6 26 Sprim | 21
MI10001425 UCAUCUUCAUCAUCAUCGUCA 25 45 Sprim | 21
M10001426 AACAGAGCAGAAACAGAACAU 3 23 S5prim | 21
M10001427 GGUUCGUACGUACACUGUUCA 57 77 3prim | 21
M10001428 GAAGGUAGUGAAUUUGUUCGA 78 98 3prim | 21
MI10001429 UAAUGUGAUGAUGAACUGACC 48 68 3prim | 21
MI0001430 UUAUGAAUGCUGAGGAUGUUG 4 24 Sprim | 21
MI10001431 UAAACUAAUCACGGAAAUGCA 4 24 Sprim | 21
M10001441 UUUUGGAAAUUUGUCCUUACG 14 34 S5prim | 21
MI10005103 UUUGCUUCCAGCUUUUGUCUC 63 83 3prim | 21
MI10005104 UUGGUUACCCAUAUGGCCAUC 70 90 3prim | 21
MI0005106 UCUAAGUCUUCUAUUGAUGUU 82 102 3prim | 21
MI0005108 UGGCUUGGUUUAUGUACACCG 7 27 Sprim | 21
MI0005109 UGAUUGGAAAUUUCGUUGACU 106 126 3prim | 21
MI0005109_142_162 | UUCUGCUAUGUUGCUGCUCAU 142 162 3prim | 21
MI10005110_150_170 | UUCUUCGUGAAUAUCUGGCAU 150 170 3prim | 21
MI0005111 UUAGAGUUUUCUGGAUACUUA 6 26 S5prim | 21
MI0005112 ACAAACACCUUGGAUGUUCUU 12 32 S5prim | 21
MI0005113 AAGCUUUGCUCGUUCAUGUUC 269 289 3prim | 21
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MI0005379 UGCGGGAAGCAUUUGCACAUG 50 70 S5prim | 21
MI0005380 UGGGUGGUGAUCAUAUAAGAU 120 140 3prim | 21
MI0005381 UUCUCAAGAAGGUGCAUGAAC 115 135 3prim | 21
MI0005383 UUAGAUGACCAUCAACAAACU 106 126 3prim | 21
MI0005385 CAAAUUAAAGCUUCAAGGUAG 134 154 3prim | 21
MI0005386 UAACUAUUUUGAGAAGAAGUG 124 144 3prim | 21
MI0005388 UGCUGGGAUCGGGAAUCGAAA 50 70 S5prim | 21
MI0005388_266_286 | UUGAUUCCCAAUCCAAGCAAG 266 286 3prim | 21
MI0005390 UGGUAGCAGUAGCGGUGGUAA 178 198 3prim | 21
MI0005391 UGGAGAAGAUACGCAAGAAAG 363 383 3prim | 21
MI10005391_50_70 UUCUUGCAUAUGUUCUUUAUC 50 70 S5prim | 21
MI0005393 AAACGAACAAAAAACUGAUGG 113 133 3prim | 21
MI0005393_77_75 AUCAGUUUCUUGUUCGUUUCA 55 75 S5prim | 21
MI0005394 UUUUCUUCUACUUCUUGCACA 136 156 3prim | 21
MI0005395 UACCAACCUUUCAUCGUUCCC 50 70 Sprim | 21
MI0005397 UACGAGCCACUUGAAACUGAA 50 70 Sprim | 21
MI10005398 UCAUGGUCAGAUCCGUCAUCC 128 148 3prim | 21
MI10005399 UUUAGGUCGAGCUUCAUUGGA 50 70 S5prim | 21
MI10005400 UGGUAAGAUUGCUUAUAAGCU 55 75 S5prim | 21
MI10005400_114_134 | UUAUAAGCCAUCUUACUAGUU 114 134 3prim | 21
MI10005401 CGGCUCUGAUACCAAUUGAUG 92 112 3prim | 21
MI10005402 UUGAAUUGAAGUGCUUGAAUU 288 308 3prim | 21
MI10005404 UAACUAAACAUUGGUGUAGUA 118 138 3prim | 21
MI0005406_119_139 | UGGGUGGCAAACAAAGACGAC 119 139 3prim | 21
MI10005407 AAGAUAAGCGCCUUAGUUCUG 137 157 3prim | 21
MI10005409 UAGACCAUUUGUGAGAAGGGA 35 55 S5prim | 21
MI10005410 UCACUCCUCUUCUUCUUGAUG 159 179 3prim | 21

137




Zataczniki

MI10005412 GAUGAGGAUAGGGAGGAGGAG 3 23 S5prim | 21
MI0005413 GAUGAGGAUAGGGAGGAGGAG 3 23 S5prim | 21
MI0005414 GAUGAGGAUAGGGAGGAGGAG 3 23 S5prim | 21
MI0005415 GAUGAGGAUAGGGAGGAGGAG 3 23 S5prim | 21
MI10005434 UUUUGUAUGUUGAAGGUGUAU 344 364 3prim | 21
MI10005435 UUUCGUUGUCUGUUCGACCUU 11 31 S5prim | 21
MI10005436 UCUCUCUGUUGUGAAGUCAAA 18 38 S5prim | 21
MI0005437 UCAAUAGAUUGGACUAUGUAU 86 106 3prim | 21
MI0005438 GAUGGAUAUGUCUUCAAGGAC 93 113 3prim | 21
MI0005438_24_44 CCUUGGAGAAAUAUGCGUCAA 24 44 Sprim | 21
MI10005439 AUAUGCUGGAUCUACUUGAAG 75 95 3prim | 21
MI0005439_11_31 UCCAAUAGGUCGAGCAUGUGC 11 31 S5prim | 21
M10005440 UUGAGAGCAACAAGACAUAAU 239 259 3prim | 21
MI0005440_48_68 UUAUGUCUUGUUGAUCUCAAU 48 68 Sprim | 21
MI10005441 UCAGGUAUGAUUGACUUCAAA 4 24 Sprim | 21
MI10005442 AUGAAUUUGGAUCUAAUUGAG 9 29 Sprim | 21
MI10005442_108_128 | UUUUUCCUCAAAUUUAUCCAA 108 128 3prim | 21
M10005443 UCAAGGAACGGAUUUUGUUAA 18 38 S5prim | 21
M10005445 UUGAACAUGGUUUAUUAGGAA 24 44 S5prim | 21
M10005446 CUUCUUAAGUGCUGAUAAUGC 166 186 3prim | 21
MI0005447 AUUGGUUCAAUUCUGGUGUUG 229 249 3prim | 21
MI10005447_240_260 | UCUGGUGUUGAGAUAGUUGAC 240 260 3prim | 21
MI10005448 UAAUUUGGUGUUUCUUCGAUC 65 85 3prim | 21
MI10008303 UGAGAGAAGUGAGAUGAAAUC 4 24 S5prim | 21
MI0008303_13_33 UGAGAUGAAAUCUUUGAUUGG 13 33 S5prim | 21
MI10008303_84_104 AAUUAAAGAUUUCAUCUUACU 84 104 3prim | 21
MI0008304 UACUAAGUAGAGUCUAAGAGA 39 59 S5prim | 21
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MI0008305 UAAGUUAAGAUUUGUGAAGAA 10 30 S5prim | 21

Zatacznik nr 2. Sekwencje gendw ulegajgcych ekspresji w A .thaliana - fragment

>gi|2121272|gb|AF000146.1| AF000146 PLN Arabidopsis thaliana dihydroorotase (pyr4) mRNA, complete cds.

GTTCGTTTTGTTTGTGTTGTAAGCATCCCTGTTGTGCATTTCGTTTATCCAGGTGAATTCTTGCAAAGCCTTGAGCAGCTTTCAGA
TGATAAAGACTTTGGTCTCTCCTTATAGTGGATTTGGATCTCAGAAGTTGAAGTTTGACAGATCTTCTGAGAAAGTGAAGACGAGAGCAG
TAAGAATGGAGCTCACAATCACTCAACCTGATGATTGGCATCTTCATCTCCGTGACGGTGATCTTCTTCATGCTGTTGTTCCCCACAGTGC
GAGTAATTTTAAGAGAGCGATTGTGATGCCGAATCTGAAGCCTCCTGTCACCTCCACTGCAGCTGCCATTATTTACCGGAAATTTATCATG
AAAGCTTTGCCATCTGAGAGTAGCTTTGATCCACTTATGACACTTTATTTGACTGACAAAACTCTACCTGAAGAGATCAGGCTTGCAAGG
GAAAGTGGTGTGGTTTATGCGGTGAAGCTGTACCCTGCCGGAGCAACAACCAACTCTCAAGATGGTGTCACGGATCTCTTTGGAAAATG
CTTACCGGTACTAGAAGAGATGGTCAAACAAAACATGCCTTTGCTGGTTCATGGGGAGGTCACAGATCCGAGTATCGATGTCTTTGACCG
CGAGAAAATCTTCATTGAGACAGTTCTGCAGCCTCTAATCCAACGCCTTCCGCAGCTGAAAGTAGTGATGGAACACATCACAACCATGGA
TGCTGTGAATTTTGTTGAATCTTGCAAAGAAGGGTCTGTGGGTGCAACAGTCACACCACAACATCTCCTTCTCAACAGGAACGCCCTTTTC
CAAGGTGGATTACAACCTCACAACTACTGTCTTCCCGTTCTCAAAAGAGAAATACATAGAGAAGCCATTGTCAAAGCTGTAACTAGTGGA
AGCAAGAAGTTCTTCCTCGGCACAGATAGTGCTCCACATGAACGGAGTAGAAAAGAATCATCCTGCGGATGTGCTGGTATTTACAGCGC
TCCCATTGCCTTGTCCCTATACGCCAAGGTCTTTGATGAGGCGGGTGCGCTGGACAAGTTGGAAGCTTTCACCAGTTTCAATGGACCTGA
TTTCTATGGCCTTCCGAGAAACTCGTCAAAGATCACACTGAAGAAATCTCCTTGGAAGGTTCCAGACGTTTTCAACTTCCCATTCGGAGAG
ATCGTCCCTATGTTTGCTGGAGAAACCCTTCAATGGCAACCGTTGAAATAATGTGGTGATTTGAAGTTGTCAAATTTTTTCTCCCAAATCA
GTGAACTCGTGTACCTTTTGGATTGAATTTTCTTACGGCTGAGTTATGCCCTGCATTTTTTGAGGAATAAAAGCAAGATACTGACCAATAA
AAAAAAAAAAAA

>gi|2121274|gb | AFO00147.1| AF0O00147 PLN Arabidopsis thaliana UMP/CMP kinase (pyr6) mRNA, complete cds.

CCAAATTCTCTCCGTGTTTCCTTCTGCTTCAGGTGATATTTTAACAAAGTTCTTAGTACAATGGGATCTGTTGATGCTGCTAATGG
AAGTGGGAAGAAACCTACAGTTATATTTGTTCTTGGTGGTCCAGGAAGTGGAAAAGGTACCCAGTGTGCTTATATTGTTGAACATTATGG
TTACACACATCTGAGTGCTGGAGATCTTCTTAGAGCTGAGATTAAATCAGGTTCTGAAAATGGAACTATGATCCAGAATATGATTAAAGA
GGGGAAGATTGTACCTTCTGAGGTTACTATCAAGCTTCTACAGAAAGCTATTCAGGAAAACGGGAATGACAAGTTCCTCATTGATGGTTT
CCCTCGTAATGAGGAAAACCGAGCAGCATTTGAAAAAGTTACTGAGATTGAACCAAAGTTTGTCTTATTCTTCGATTGTCCTGAGGAAGA
GATGGAGAAGCGCCTGTTGGGCCGAAACCAGGGGAGAGAGGATGACAATATTGAGACTATAAGGAAGCGCTTTAAGGTGTTTCTTGAA
TCTAGCTTACCAGTGATTCATTACTACGAAGCTAAGGGGAAAGTTAGGAAGATTAATGCTGCAAAGCCCATTGAAGCTGTCTTCGAGGA
GGTGAAGGCAATTTTTTCTCCTGAAGCTGAGAAGGTTGAAGCCTAGGCTGCAGCATCGTAAAAAGATACCGAAAACCCGATAAATTGAT
CAGGTAGAGTTGGGTGTGTTGCATCTTTCTTACAGGAAGTCTCTGCTTGGCCGTATTTGTTTTTTTGCTTATTAACCATATGATTGATTACT
GTTATTATTATACACAATTTACCTATTATATAATTTTTGTTTTGTTTCAATTTTTGTATTTGATGGGATTAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA

>gi| 2145038 |gb|AF000228.1| AF000228 PLN Arabidopsis thaliana p-hydroxyphenylpyruvate dioxygenase mRNA,
complete cds.

CCACGCGTCCGAGTTTTAGCAGAGTTGGTGAAATCAATGGGCCACCAAAACGCCGCCGTTTCAGAGAATCAAAACCATGATGAC
GGCGCTGCGTCGTCGCCGGGATTCAAGCTCGTCGGATTTTCCAAGTTCGTAAGAAAGAATCCAAAGTCTGATAAATTCAAGGTTAAGCG
CTTCCATCACATCGAGTTCTGGTGCGGCGACGCAACCAACGTCGCTCGTCGCTTCTCCTGGGGTCTGGGGATGAGATTCTCCGCCAAATC
CGATCTTTCCACCGGAAACATGGTTCACGCCTCTTACCTACTCACCTCCGGTGACCTCCGATTCCTTTTCACTGCTCCTTACTCTCCGTCTCT
CTCCGCCGGAGAGATTAAACCGACAACCACAGCTTCTATCCCAAGTTTCGATCACGGCTCTTGTCGTTCCTTCTTCTCTTCACATGGTCTCG
GTGTTAGAGCCGTTGCGATTGAAGTAGAAGACGCAGAGTCAGCTTTCTCCATCAGTGTAGCTAATGGCGCTATTCCTTCGTCGCCTCCTAT
CGTCCTCAATGAAGCAGTTACGATCGCTGAGGTTAAACTATACGGCGATGTTGTTCTCCGATATGTTAGTTACAAAGCAGAAGATACCGA
AAAATCCGAATTCTTGCCAGGGTTCGAGCGTGTAGAGGATGCGTCGTCGTTCCCATTGGATTATGGTATCCGGCGGCTTGACCACGCCGT
GGGAAACGTTCCTGAGCTTGGTCCGGCTTTAACTTATGTAGCGGGGTTCACTGGTTTTCACCAATTCGCAGAGTTCACAGCAGACGACGT
TGGAACCGCCGAGAGCGGTTTAAATTCAGCGGTCCTGGCTAGCAATGATGAAATGGTTCTTCTACCGATTAACGAGCCAGTGCACGGAA
CAAAGAGGAAGAGTCAGATTCAGACGTATTTGGAACATAACGAAGGCGCAGGGCTACAACATCTGGCTCTGATGAGTGAAGACATATTC
AGGACCCTGAGAGAGATGAGGAAGAGGAGCAGTATTGGAGGATTCGACTTCATGCCTTCTCCTCCGCCTACTTACTACCAGAATCTCAA
GAAACGGGTCGGCGACGTGCTCAGCGATGATCAGATCAAGGAGTGTGAGGAATTAGGGATTCTTGTAGACAGAGATGATCAAGGGAC
GTTGCTTCAAATCTTCACAAAACCACTAGGTGACAGGCCGACGATATTTATAGAGATAATCCAGAGAGTAGGATGCATGATGAAAGATG
AGGAAGGGAAGGCTTACCAGAGTGGAGGATGTGGTGGTTTTGGCAAAGGCAATTTCTCTGAGCTCTTCAAGTCCATTGAAGAATACGAA
AAGACTCTTGAAGCCAAACAGTTAGTGGGATGAACAAGAAGAAGAACCAACTAAAGGATTGTGTAATTAATGTAAAACTGTTTTATCTTA
TCAAAACAATGTTATACAACATCTCATTTAAAAACGAGATCAATCAAAAAATACAATCTTAAATTCAAAACCAAAAAAAAAAAAAAAA

>gi| 2196703 |gb | AFO00977.1| AFO00977 PLN Arabidopsis thaliana MEK1 mRNA, complete cds.
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CGACGGTTCGTCATTCTTCCTCTAAGCTTTATCTTTCTGATCTCTGACCTTGTGTCTCTGTGCATGTGTGTTTATCTGCTACTGTGTT
TTGTCGGTTTGATCTCCAAAAACCAGACATGAACAGAGGAAGCTTATGCCCTAATCCCATCTGTCTCCCTCCTCTTGAGCAATCCATCTCCA
AATTCTTAACACAGAGTGGAACGTTTAAAGATGGAGATCTTCGAGTGAACAAAGATGGAATCCAGACCGTGTCTCTGTCCGAACCAGGA
GCTCCACCTCCTATTGAGCCATTGGACAACCAATTGAGTTTGGCAGATTTAGAAGTGATCAAAGTCATTGGCAAAGGAAGTAGTGGTAAT
GTCCAGTTGGTCAAACACAAACTCACTCAACAGTTTTTCGCTCTTAAGGTCATTCAATTGAACACAGAAGAATCAACATGTCGGGCGATTT
CTCAGGAGCTGAGAATAAACTTGAGCTCGCAATGTCCATATCTTGTCTCATGTTATCAATCTTTCTACCACAACGGTCTTGTTTCAATCATA
TTGGAATTCATGGATGGTGGATCCCTTGCAGACTTGTTAAAGAAAGTCGGAAAAGTTCCTGAAAACATGCTATCTGCCATCTGCAAGCGA
GTTCTTCGAGGTCTTTGTTATATTCATCATGAGAGGCGAATCATTCATCGGGACTTAAAGCCTTCAAACTTGCTAATCAATCATAGAGGTG
AAGTCAAGATCACAGACTTTGGTGTCAGCAAGATCTTGACAAGCACAAGTAGTCTTGCTAATTCTTTCGTGGGCACATACCCTTATATGTC
TCCAGAGAGAATCAGCGGGAGTTTGTACAGTAACAAGAGCGATATTTGGAGCTTGGGACTGGTTTTGCTCGAATGTGCAACGGGTAAAT
TCCCGTATACTCCTCCAGAACACAAGAAAGGATGGAGTAGCGTGTACGAGCTTGTGGACGCCATTGTTGAAAACCCGCCTCCTTGTGCAC
CTTCCAATCTCTTTTCTCCAGAGTTTTGCTCCTTCATCTCGCAATGTGTACAAAAAGATCCAAGGGACAGAAAATCAGCAAAGGAGCTTCT
GGAACACAAGTTCGTAAAGATGTTTGAAGATTCGGATACAAATCTCTCGGCTTACTTCACCGACGCAGGATCTTTGATTCCCCCACTTGCT
AACTAGAACCGAGTTTGAACAATCTTTTAACCTCCAAGTTATTATTTCATATCCACTAGAAGAGATTTTATGAAAGATAAATTTACGAGAT
GTTATGACTTAAGAGACTTGTCTACAAAATTTGATTTAATGTGTGTACTTTCCACATCACTATTATAAACACAACTATCATC

>gi| 4100568 |gb|AF001394.1| AF001394 PLN Arabidopsis thaliana fatty acid desaturase/cytochrome b5 fusion
protein mRNA, complete cds.

CTTCAAAAATCCGATTCCAGATCCATTCCTGGGCAAACAAAGGTTGGTGTTTCTCTAATCTCAAAGCTTTTTTCAAATTCGGAAAA
AGCAAATCGTGGGAAGAGATTCATCTTCTCTCTGTGCGTTCATCGGATCTCGGAGCTTTTGGTTCGTCGTCAATGGCGGAAGAGACGGA
GAAAAAGTACATTACGGACGAAGATCTTAAAAAACACAACAAATCTGGAGATCTATGGATCGCGATTCAAGGCAAGGTCTACAACGTCT
CCGATTGGATTAAAACTCATCCCGGAGGCGACACGGTGATTCTCAATCTCGTTGGTCAAGACGTCACCGATGCTTTCATCGCATTTCATCC
CGGAACCGCTTGGCACCATCTCGACCATCTCTTCACCGGTTACCACATCAGAGATTTCCAAGTCTCCGAAGTCTCACGCGATTACCGTCGT
ATGGCTGCCGAGTTTCGTAAACTCGGTCTCTTCGAAAACAAAGGTCACGTTACTCTCTACACTCTAGCCTTCGTCGCCGCCATGTTCCTCG
GAGTTCTCTACGGTGTTTTGGCTTGTACCT

Zatacznik nr 3. Sekwencje kodujgce genéw AGB1 i IMM1

>NM 202954.3 Arabidopsis thaliana guanine nucleotide-binding protein subunit

beta (AGBl), mRNA, complete cds

TAGTCTCAGGTCAGAGAAGCCATCATCAACATTCAACAAGAGAGCCGTGTTTGTGTCTTGACTGATTCTT
CTCTCAAGCTTTTTTAATCTCTCTCTCTTTTCCCACGTAATTCCCCCAAATCCATTCTTTCTAGGGTTCG
ATCTCCCTCTCTCAATCATGAACCTTCTTCTCTTCTAGACCCCACAAAGTTTCCCCCTTTTATTTGATCG
GCGACGGAGAAGCCTAAGTCTGATCCCGGAATGTCTGTCTCCGAGCTCAAAGAACGCCACGCCGTCGCTA
CGGAGACCGTTAATAACCTCCGTGACCAGCTTAGACAGAGACGCCTCCAGCTCCTCGATACCGATGTGGC
GAGGTATTCAGCGGCGCAAGGACGTACTCGGGTGAGCTTCGGAGCAACGGATCTGGTTTGTTGTCGTACT
CTTCAGGGACACACCGGAAAGGTTTATTCATTAGATTGGACACCGGAGAGGAACCGGATTGTCAGTGCAT
CTCAAGATGGGAGATTAATCGTGTGGAATGCTCTAACGAGTCAGAAAACTCATGCTATTAAACTCCCTTG
TGCATGGGTTATGACATGTGCTTTCTCTCCAAATGGTCAGTCGGTTGCGTGTGGTGGATTAGACAGTGTA
TGTTCTATCTTTAGCCTTAGCTCAACGGCGGACAAGGATGGAACTGTACCGGTTTCAAGAATGCTCACTG
GTCACAGGGGATATGTTTCGTGCTGTCAGTATGTCCCAAATGAGGATGCCCACCTTATCACCAGTTCAGG
TGATCAAACTTGTATCTTATGGGATGTAACTACTGGTCTCAAAACTTCTGTTTTTGGCGGTGAATTTCAG
TCTGGACATACTGCTGATGTACTAAGCGTCTCAATCAGTGGATCAAACCCAAACTGGTTTATATCTGGTT
CATGCGATTCCACAGCACGGTTGTGGGACACTCGTGCTGCAAGCCGAGCAGTGCGTACCTTTCATGGTCA

CGAGGGAGATGTTAATACGGTCAAGTTCTTTCCGGATGGGTATAGATTTGGGACTGGATCAGACGATGGA
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ACATGCAGGCTGTATGACATAAGGACTGGTCACCAACTCCAGGTCTATCAGCCACATGGTGATGGTGAGA
ACGGACCTGTCACCTCCATTGCATTCTCTGTGTCAGGGAGACTTCTTTTCGCTGGCTATGCGAGCAACAA
CACTTGCTACGTTTGGGATACCCTCTTGGGAGAGTTTTCTTGCAGGTTGTATTGGATTTGGGATTACAGC
AGGATTCACACAGGAATAGAATAAGCTGTTTGGGGTTGTCAGCAGATGGAAGTGCCTTGTGTACAGGAAG
TTGGGATTCAAATCTAAAGATATGGGCGTTTGGAGGACACAGGAGAGTGATTTGAAGAAGATTTAACGAA
AGTAGGAGTCACGTCTCCAGTTGTTGGTTAATATATTCTGTAGTCGGGAAGTAAGGTTCGGTTTGTGGAA
GGTGTTTGGTTTGAAATAGTGGAGTGGTTAGAAGAATTAAACTTCCCTTTTTGTAGTGTGCTTTGATTTA
TTTATTTCTTCATTGGGAACTAAACTCCTTCAACACGCTACTCAATGTGAATTCTGTAATCAATTGTGTA

CCCACCAGTCTTTACTTTACTATCATCTCTTC

>NM 118352.4 Arabidopsis thaliana Alternative oxidase family protein (IM), mRNA,

complete cds
GCGUCGACGUCGAUGGGGAUGAGAAGUAGUGGAGAAUCCGCUCACAUUGGGAUUCGUCAUUCUUCUUCUA
AAACCCGCAAAAUUUCUCCAUUUCUACCAAAAAUAUCCAACUUUUACUUUUCUUUCCUGUGAAAUUAUCU
GCUCAAAUCUUUGGUUCCUGACGGAGAUGGCGGCGAUUUCAGGCAUCUCCUCUGGUACGUUGACGAUUUC
ACGGCCUUUGGUUACUCUUCGACGCUCUAGAGCCGCCGUUUCGUACAGCUCCUCUCACCGAUUGCUUCAU
CAUCUUCCUCUCUCUUCUCGUCGUCUGCUAUUAAGGAACAAUCAUCGAGUCCAAGCAACGAUUUUGCAAG
ACGAUGAAGAGAAAGUGGUGGUGGAGGAAUCGUUUAAAGCCGAGACUUCUACUGGUACAGAACCACUUGA
GGAGCCAAAUAUGAGUUCUUCUUCAACUAGUGCUUUUGAGACAUGGAUCAUCAAGCUUGAGCAAGGAGUG
AAUGUUUUCCUUACAGACUCGGUUAUUAAGAUACUUGACACUUUGUAUCGUGACCGAACAUAUGCAAGGU
UCUUUGUUCUUGAGACAAUUGCUAGAGUGCCUUAUUUUGCGUUUAUGUCUGUGCUACAUAUGUAUGAGAC
CUUUGGUUGGUGGAGGAGAGCAGAUUAUUUGAAAGUACACUUUGCUGAGAGCUGGAAUGAAAUGCAUCAC
UUGCUCAUAAUGGAAGAAUUGGGUGGAAAUUCUUGGUGGUUUGAUCGUUUUCUGGCUCAGCACAUAGCAA
CCUUCUACUACUUCAUGACAGUGUUCUUGUAUAUCUUAAGCCCUAGAAUGGCAUAUCACUUUUCGGAAUG
UGUGGAGAGUCAUGCAUAUGAGACUUAUGAUAAAUUUCUCAAGGCCAGUGGAGAGGAGUUGAAGAAUAUG
CCUGCACCGGAUAUCGCAGUAAAAUACUAUACGGGAGGUGACUUGUACUUAUUUGAUGAGUUCCAAACAU
CAAGAACUCCCAAUACUCGAAGACCAGUAAUAGAAAAUCUAUACGAUGUGUUUGUGAACAUAAGAGAUGA
UGAAGCAGAACACUGCAAGACAAUGAGAGCUUGUCAGACUCUAGGCAGUCUGCGUUCUCCACACUCCAUU
UUAGAAGAUGAUGAUACUGAAGAAGAAUCAGGGUGUGUUGUUCCUGAGGAGGCUCAUUGCGAAGGUAUUG
UAGACUGCCUCAAGAAAUCCAUUACAAGUUAAUAAAUUAGAAAGUAAACUAAAAAAGAUUAUUUGUAUCA
GCUCAUGAACAAUAGAUAUAAUCCCAUAUACUUGGGAAUAAAGGAAUAAUGUGAAAUUCCCAUCGUUGUG
CUAGUGUGUGAGAGAAUCAAAUACCCUAAUGAUGUAAAUGUACUUUGAUGAGCUUAAGUCGUUGUAGACC

AUUUUAUCCAUACUACUAGCCUUUGUGGUUGCAUU
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Zataczniki

Zatacznik nr 4. Drzewo filogenetczne

fragmentu.

100 [~ Gma BCL1E
GmaDGL1a

Mir DELY
Pir DCLA
VWiDGLY
Mat DELY
o Ath LY

ZmabEL
?EUHD’_ILI

GmaDCL3

M DCL3
WwiDCL3

Pr DCL2
Ath DCL3
Sbi DCL3b

=y Ci=a DGL3a
8 Bdi DEL3L
100 100 L— B DCL3e
EE 5bi DEL3a
100 ZImaDcLa
Ha |: Oz DCL3b
-] Bdi DCL3a
10y (= Gma DCLAD

Gma Clda
Wl CeCL4

Pir CL4
Mait DCL4
Ath DCL4
Bdi DCL4

O=a LA
Gma DCL2a
Gma DCL2b
Mir DCLE
WwDCL2
PirCL2a
Ptr CL20
Mat DCL2
Ath DCL2
W e ShI T2

3 r Osa DCLZa

D=2 DC1L2h

100 Bdi D:CL2a
] Bdi DCL2 b

[ —
[F]

43 biatek DCL w zakresie modelowanego

The evolutionary history was inferred using
the Minimum Evolution method [1]. The optimal
tree with the sum of branch length = 7.06428085 is
shown. The tree is drawn to scale, with branch
lengths in the same units as those of the
evolutionary distances used to infer the
phylogenetic tree. The evolutionary distances were
computed using the Poisson correction method [2]
and are in the units of the number of amino acid
substitutions per site. The ME tree was searched
using the Close-Neighbor-Interchange (CNI)
algorithm [3] at a search level of 1. The Neighbor-
joining algorithm [4] was used to generate the
initial tree. All positions containing gaps and
missing data were eliminated from the dataset
(Complete deletion option). There were a total of
499 positions in the final dataset. Phylogenetic
analyses were conducted in MEGA4 [5].

1. Rzhetsky A & Nei M (1992) A simple method for estimating

and testing minimum evolution trees. Molecular Biology and Evolution

9:945-967.

2. Zuckerkand| E & Pauling L (1965) Evolutionary divergence

and convergence in proteins, pp. 97-166 in Evolving Genes and Proteins, edited by V. Bryson and H.J. Vogel. Academic Press, New York.

3. Nei M & Kumar S (2000) Molecular Evolution and Phylogenetics. Oxford University Press, New York.

4. Saitou N & Nei M (1987) The neighbor-joining method: A new method for reconstructing phylogenetic trees. Molecular Biology

and Evolution 4:406-425.

5. Tamura K, Dudley J, Nei M & Kumar S (2007) MEGA4: Molecular Evolutionary Genetics Analysis (MEGA) software version 4.0.

Molecular Biology and Evolution 24:1596-1599.
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linnych biatek DCL (zakres modelowanego fragmentu)
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Zatacznik nr 5. MSA 43 sekwen
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