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Tytut projektu: Identyfikacja i analiza sekwencji tRNA-podobnych z Arabidopsis thaliana

Transferowy RNA (tRNA) stanowi jedna z najlepiej scharakteryzowanych klas niekodujacych RNA
(ncRNA), obecna we wszystkich zywych organizmach. Ich zaangazowanie w proces biosyntezy biatka
jako no$niki aminokwaséw i tacznik migdzy trojkami nukleotydowymi kodu genetycznego a
sekwencja biatka sugeruja, ze sa to jedne z najstarszych sktadnikéw zywych komorek.

Jednak funkcje czasteczek tRNA nie sa ograniczone tylko do procesu translacji. W ostatnim czasie
pojawia si¢ coraz wiecej informacji wskazujacych na to, ze zaré6wno kanoniczne tRNA oraz czasteczki
posiadajace tylko pewne cechy strukturalne charakterystyczne dla tRNA (czasteczki tRNA-podobne
lub tRNA-like) moga petni¢ inne funkcje w komorce, migdzy innymi w procesach przekazywania
sygnatow, degradacji, transportu, modyfikacji bioczasteczek oraz jako substraty w réznych szlakach
biosyntezy. Prawdopodobnie, jedng z najbardziej w chwili obecnej badang alternatywna funkcja tRNA
jest ich zdolno$¢ do generowania mniejszych fragmentéw (tRNA-derived small RNAs; tRFs). Ten
proces, traktowany przez wiele lat jedynie jako etap degradacji tRNA, w ostatnich latach nabrat rangi
waznego elementu zaangazowanego w molekularnych procesach regulacji i biogenezy.

Czasteczki tRNA-podobne moga by¢ rozpoznawane przez biatka zaangazowane w biogenezg¢ tRNA,
w tym rybonukleazy odpowiedzialne za dojrzewania prekursora tRNA. Znanych jest szereg
przypadkow, w ktorych sekwencje tRNA-podobne znajdujace si¢ w genomowy DNA kontroluja
transkrypcje katalizowana przez polimeraze III. Ponadto wykazano, ze struktury tRNA-podobne
zlokalizowane w obregbie pierwotnych transkryptow RNA, mogg funkcjonowaé jako sygnaty do
dojrzewania, wykorzystujac elementy szlaku biogenezy tRNA, takie jak RNazg P lub RNaze Z. W
wigkszosci przypadkéw jednak rola tych sekwencji oraz skala ich zaangazowania w procesy
biologicznych jest jeszcze bardzo stabo poznana.

W oparciu o dostgpne obecnie dane uwazamy, ze stosowane do tej pory metody adnotacji i analizy
tRNA nie majg mozliwos$ci identyfikacji pelnego spektrum sekwencji tRNA-podobnych u Arabidopsis
thaliana. Biorac pod uwage liczbe znanych i potencjalnych funkcji biologicznych czasteczek tRNA i
tRNA-podobnych, moze to spowodowac znaczace braki w zrozumieniu waznych funkcji
molekularnych w komoérce. Aby poznaé funkcje tych sekwencji konieczne jest wiec ich oznaczenie i
charakterystyka w skali calogenomowej. Dlatego w ramach tego projektu proponujemy procedury i
metody majace na celu pelng identyfikacje i opisanie sekwencji tRNA i tRNA-podonych w modelowej
roslinie Arabidopsis thaliana.

Aby osiagnaé ten cel zastosujemy dwie strategie identyfikacji sekwencji tRNA: obliczeniowg i
eksperymentalng. Strategia obliczeniowa bedzie obejmowata catogenomowsg analize wlasciwosci
strukturalnych charakterystycznych dla kanonicznych czasteczek tRNA z wykorzystaniem specjalnego
algorytmu umozliwiajacego duza zmienno$¢ parametrow przewidywania zgodno$ci. Metody
eksperymentalne zostaly zaprojektowane w celu wzbogacenia danych w sekwencje funkcjonalnych
(zawierajacych aminokwas) tRNA lub czasteczek posiadajacych charakterystyczne modyfikacje (3°-
koncowa sekwencje CCA). Dodatkowo, bedziemy analizowa¢ dane z eksperymentdow majacych na
celu identyfikacje czasteczek RNA zwigzanych z aktywnymi translacyjnie rybosomami, uzyskanymi
w ramach poprzednich projektéw (mate RNA pochodzace z mutantow szlakow biogenezy RNA) oraz
dostgpnych w publicznych bazach danych (SRA).

Catogenomowa identyfikacja sekwencji tRNA i tRNA-podobnych stworzy mozliwos¢ prowadzenia
dalszych analiz, ktore bgda obejmowaé m.in. okreslenie kontekstu genomowego tych gendéw oraz
badania z zakresu genomiki porownawcze;.

Charakteryzujac peten zestaw sekwencji wykazujacych cechy tRNA (‘tRNA-space’) u Arabidopsis
thaliana, wzbogacimy obecnie dostgpna wiedz¢ na temat niekodujacych RNA w zakresie identyfikacji
nowych elementow genetycznych oraz ich funkcjonalnej charakterystyki.

Rezultaty wszystkich analiz zostana umieszczone w odpowiednio przystosowanej bazie danych tRex
(http://combio.pl/trex), ktéra pierwotnie byta stworzona w celu analizy fragmentow tRF. Nowe dane i
rozbudowane narzg¢dzia do analiz pozwola na przeobrazenie tego serwisu w ogoélnodostepny portal
dedykowany biologii tRNA z Arabidopsis thaliana.




