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Regulacja ekspresji gendw jest dla roslin procesem dzieki ktdremu mogg broni¢ sie
przed egzogennymi patogenami, sterowaé procesami rozwojowymi, jak i reagowaé¢ na
zmieniajgce sie warunki Srodowiska. Mate regulatorowe RNA, bedgce elementami szlaku po-
transkrypcyjnej regulacji ekspresji gendéw, 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 posiadajgcych
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 przytgczona jako wzorzec do rozpoznania mRNA. W kolejnym
etapie kompleks ten przytagcza sie do mRNA iprzecina 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 mie¢ istotny wptyw na efektywnos$é potranskrypcyjnej
regulacji ekspresji genéw, jednakze nie sg znane dokfadne parametry strukturalne srRNA
warunkujgce skutecznos¢ ich dziatania. W ramach niniejszej rozprawy zrealizowano
nastepujgce cele badawcze w kierunku poznania strukturalnych uwarunkowan biogenezy

roslinnych srRNA:

1. Woyznaczono szereg cech, zarowno na poziomie sekwencji jak i struktury
drugorzedowej dsRNA. Badano dwa zestawy danych: jeden obejmowat dupleksy
miRNA:target, za$ drugi prekursory miRNA, z ktérych, juz po uzyskaniu struktury
drugorzedowej, pobierane do dalszej analizy byly dupleksy miRNA:miRNA* przedifuzone

010 nt przed i za sekwencjg miRNA. W ten sposdb uzyskano referencyjne profile



termodynamiczne, wykorzystane podzniej jako parametr do weryfikacji potencjalnych

amiRNA.

2. Opracowano nowy algorytm wykorzystujgcy cechy termodynamiczne naturalnych
struktur, ktére tworza miRNA w swoich prekursorach, jak i oddziatujgce z docelowym
transkryptem wyciszanego genu. Stworzono narzedzie bioinformatyczne AmiRNA Designer
umozliwiajgce projektowanie sekwencji wyciszajgcych zadany gen. Wykorzystano
opracowany program do generowania sekwencji sztucznych miRNA (amiRNA) dla
przyktadowych gendéw. Po zaprojektowaniu kazdej sekwencji program sprawdza jej zgodnos$é
z parametrami profili termodynamicznych. Opracowano sposéb wprowadzania modyfikacji
do sekwencji srRNA, tak by szczegdéty termodynamiczne duplekséw tworzonych przez

projektowane sekwencje lepiej pasowaty do profili. Przebiega to wg. nastepujgcego planu:

1. Uzyskanie sekwencji komplementarnej do zadanego TARGETu=>amiRNA

2. Porédwnanie szczegétdw termodynamicznych dupleksu TARGET:amiRNA z profilem
termodynamicznym dupleksu target:miRNA

3. Modyfikacje sekwencji amiRNA, ponowne poréwnanie j.w.

4. Uzyskanie ostatecznej sekwencji amiRNA

5. Uzyskanie sekwencji komplementarnej do amiRNA= >amiRNA*

6. Pordwnanie szczegétéw termodynamicznych dupleksu amiRNA:amiRNA* z profilem
termodynamicznym dupleksu miRNA:miRNA*

7. Modyfikacje sekwencji amiRNA*, ponowne poréwnanie j.w.

8. Uzyskanie ostatecznej sekwencji amiRNA*

3. Wymodelowano strukture przestrzenng biatka AtDCL4 w kompleksie z jego
substratem dsRNA, okreslajagc zwigzek pomiedzy strukturg enzymu a dtugoscig wycinanych
przez niego fragmentdw 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 majgce bezposredni wptyw na powstawanie
srRNA. W szczegdlnosci wykorzystano modelowanie pordwnawcze (w oparciu o homologie)
oraz modelowanie kompleksu biatko-RNA, metode analizy drgain normalnych i symulacje
dynamiki molekularnej kompleksdw 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
nieposiadajace zadnego odpowiednika mogacego stanowié szablon strukturalny, jak i te
z niktlym podobienstwem do znanych struktur wymagaty wiekszej uwagi i dodatkowych
zabiegéw. Otrzymane modele zostaty poddane szeregowi analiz komputerowych
okreslajacych ich wiarygodnosc jako wysoka, a takze analizie pordwnawczej tgczacej poziomy

sekwencji, struktury oraz danych pochodzacych z eksperymentéw biochemicznych.

W efekcie realizacji celéw niniejszej pracy doktorskiej powstato pieé¢ publikacji,
przeglagdowych, jak i opisujgcych wyniki badan wtasnych a takze program komputerowy
AmiRNA Designer, ktory ma na celu projektowanie sekwencji wyciszajacych, skierowanych

specyficznie do okreslonego genu, w szczegdlnosci roslinnego.



