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W literaturze, sztuce, czy muzyce spotykamy si¢ z pewnymi powtarzalnymi schematami, po
ktorych rozpoznajemy ich tworcow lub epoke, z ktorej dzieta pochodzg. Te powtarzajace si¢
wzory nazywane sg motywami i wystepujg rowniez w naukach o zyciu — w sieciach
metabolicznych, procesach regulacyjnych komorki, czy tez w strukturach kwasow
nukleinowych. Kazdy biologiczny motyw ma nie tylko okreslong forme, ale tez specyficzng
role do odegrania w organizmie. Odnalezienie wzorcéw (czyli powtarzalnych fragmentéw
okreslonych jako kombinacj¢ elementow strukturalnych) nie jest tozsame z odkryciem
motywu. Do pelnej definicji potrzebujemy potaczenia odkrytych wzorcow do ich
funkcjonalno$ci. Odnajdujac dany motyw w czasteczce naukowcy sg w stanie powigzaé z
nim funkcje jaka pelni w systemie. Trudniejszym zadaniem jest jednak poszukiwanie
motywu, ktéry odpowiada za konkretne dziatania czasteczki.

Motywy w kwasach nukleinowych (DNA i RNA) mozemy poszukiwa¢ na kazdym z trzech
poziomdéw strukturalnych — sekwencji, strukturze drugorzgdowej, oraz strukturze
trzeciorzedowej. Czasteczka zdefiniowana na kazdym z tych pozioméw moze byc
przedstawiona w dwoch formach — tekstowej badZz graficznej. Na poziomie sekwencji
poszukiwane sg powtarzalne stowa, najczesciej nad czteroliterowym alfabetem — {A,U,G,C}
dla RNA, oraz ze zmiang U na T dla DNA. Inng metoda zapisu sekwencji jest jej kodowanie
wedtug konwencji IUPAC [Johnson 2010, Hendrix et al., 2005]. Alfabet IUPAC pozwala na
reprezentacje dwoch lub wiecej zasad jako pojedynczego symbolu — przyktadem moze by¢
symbol R oznaczajacy puryne (guanina lub adenina) oraz Y symbolizujacy pirymidyng
(cytozyna, tymina, uracyl). Odkrywanie nowych motywow sekwencyjnych, nawet przy
uzyciu kodowania TUPAC lub wyrazenia regularnego, jest problemem nietrywialnym,
uwazanym za problem NP-trudny, a co za tym idzie stanowigcym wyzwanie dla
bioinformatykow i biologow obliczeniowych [Li et al., 2010, Rajasekaran et al., 2011,
Rampasek et al., 2016, Ashraf et al., 2020].

Kolejny poziom strukturalny, struktura drugorzedowa, odzwierciedla uktad fragmentow
sparowanych i niesparowanych. W RNA zazwyczaj jest to kombinacja podstawowych
elementow strukturalnych, takich jak dupleks, petla symetryczna, multipetla, czy pojedyncze
niedopasowanie [Batey et al., 1999, Chheda et al., 2014]. Poprawnie zdeterminowana
struktura 2D czasteczek pozwala na trafniejsze wyszukiwanie motywow w ich architekturze.

Struktura 3D czasteczki RNA stanowi jej biologicznie aktywng forme [Batey et al., 1999,
Hoehndorf et al., 2011]. Zwinig¢ta struktura przedstawia pozycje wszystkich atomow
molekularnych oraz trzeciorzedowe oddziatywania wigzace motywy strukturalne [Halder et
al., 2013, Picardi 2015, Miao 2017]. Zdeterminowanie struktury 3D czasteczki kwasu
nukleinowego zazwyczaj odbywa si¢ przy uzyciu metod spektroskopii NMR lub
krystalografii rentgenowskiej, jednak w przypadku ograniczen czasowych i finansowych,
naukowcy moga
w tej kwestii zwrocic sie w kierunku bioinformatyki. Algorytmy do przewidywania struktur
3D staja si¢ coraz doktadniejsze, w szczegdlnosci dzigki zastosowaniu metod glebokiego
nauczania maszynowego [Huang et al., 2020, A. Kryshtafovych et al., 2021, Jumper et al.,
2021, Townshend et al., 2021]. Wykorzystanie metod bioinformatycznych pozwala w takim
przypadku na poznanie niemal dokladnej struktury trzeciorzedowej przy niskich kosztach
czasowych i finansowych.



Wyszukiwanie motywow w czgsteczkach kwaséw nukleinowych jest zadaniem
wymagajagcym wiedzy z roznych dziedzin, statystyki, biologii, informatyki. Réznorodnosé
wzorcoOw oraz format zapisu danych wejsciowych daje szerokie pole do badan, w
szczegblnosci dla bioinformatykow.

Niniejsza praca doktorska poswigcona jest badaniom motywoéw strukturalnych w
czasteczkach RNA pochodzacych z r6znych organizmow. Prace wykonane podczas doktoratu
polegaly na wyszukiwaniu i analizie motywow w sekwencjach oraz strukturach drugo- i
trzeciorzgdowych. Pierwsze badania skupione byly na poszukiwaniu motywow
strukturalnych w zbiorze ro$linnych mikroRNA na przyktadzie organizmu modelowego —
Arabidopsis thaliana. Zaobserwowano schemat powtarzania si¢ matych pe¢tli wewnetrznych
w okolicach dupleksu miRNA:miRNA*, co moze wskazywa¢ na obecno$¢ motywu
rozpoznawalnego przez enzym wycinajacy dupleks z czasteczki. Uzyskane wyniki byty
inspiracjag do rozszerzenia badan na pre-miRNA z calego krélestwa ro$lin zielonych —
Viridiplantae. W analizowanych strukturach wykryto podobny motyw jak przy analizach pre-
miRNA w Arabidopsis thaliana. Kolejne badania dotyczyly struktury pierwotnego
transkryptu miR-125a w dwoch wariantach sekwencyjnych (zmiana pojedynczego
nukleotydu, SNP). Bioinformatyczna analiza wskazywala na zalezno$¢ rodzaju wiazanych
biatek do transkryptu od wybranego typu wariantu sekwencyjnego. Ponadto, predykcja
struktury drugorzedowej wskazywala na rdéznice strukturalne wynikajace ze zmiany
pojedynczego nukleotydu w transkrypcie. Najnowsze badania koncentrowaly si¢ na
motywach kwadrupleksoéw, ich topologii oraz analizie parametrycznej z uzyciem narzg¢dzi
bioinformatycznych. Zaowocowaty one opracowaniem nowej klasyfikacji kwadrupleksow w
oparciu o ich strukture drugorzedowa oraz stworzeniem nowych reprezentacji
umozliwiajacych zapisywanie informacji 0 strukturze drugorzedowe;j
w dwuliniowej notacji kropkowo-nawiasowej i w postaci dwucze$ciowego diagramu
tukowego. PrzebadaliSmy wszystkie dostgpne zasoby bioinformatyczne pod katem ich
wykorzystania do badan kwadrupleksow RNA oraz utworzyliSmy baze danych ONQUADRO
gromadzaca 1 przetwarzajagcg dane o strukturach kwadrupleksow otrzymanych droga
eksperymentalng. PrzeanalizowaliSmy ludzkie sekwencje mikroRNA pod katem ich
potencjatu do formowania motywow kwadruplekséw. W tym celu wykorzystaliSmy algorytm
bazujacy na dopasowaniu wyrazen regularnych. Sekwencje zostaly rowniez zbadane pod
katem nasycenia guaninami, w celu sprawdzenia wielko$ci zbioru, ktory spetnia minimalny
wymoég do posiadania motywu kwadrupleksu (8G i1 12G kolejno dla dwu- i trojtetradowych
kwadrupleksow).

W badaniach do pracy doktorskiej wykorzystywane byly dostepne narzedzia
bioinformatyczne, jak rowniez nowo stworzone metody do analizy zbioréw danych
strukturalnych. Wszystkie analizowane dane pochodza =z publicznie dostgpnych
repozytoriow.
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