Analiza niekodujacych sekwencji nukleotydowych konca 3’ genoéw przy uzyciu

nowego, stworzonego do tego celu narzedzia analizy bioinformatyczne;.
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Struktura zapisu genetycznego fascynuje naukowcow juz od czasu odkrycia nosnika informacji
genetycznej jakim jest DNA, jednak pomimo wielu lat badan nad znaczeniem sekwencji nukleotydowych
szereg pytan pozostaje wcigz bez odpowiedzi. Przyktadowo, do dzi$ nie wiadomo doktadnie, jaka role
petnig niekodujgce sekwencje nukleotydowe korica 3’ genu, tj. sekwencje znajdujgce sie za ostatnim
egzonem. Wiadomo, ze obecnos¢ niektérych motywdw sekwencyjnych z tej czesci genu jest niezbedna

do oddziatywania z biatkami cytoplazmatycznymi i wptywa na okres pdéttrwania czgsteczek mRNA.

Celem przedstawianej pracy byto stworzenie narzedzia bioinformatycznego, ktére umozliwitoby analize
sekwencji nukleotydowej konica 3’duzej liczby gendéw charakteryzujgcych sie podobng stabilnoscig
w okreslonych warunkach i przeprowadzenie analizy dla gendw, ktérych transkrypty byty destabilizowane

przez promieniowanie jonizujgce.

Wykonano aplikacje, ktéra umozliwia pobieranie bezposrednio z ogdlnodostepnej bazy danych serwera
Europejskiego Laboratorium Biologii Molekularnej (EMBL) najnowszych informacji na temat sekwencji
wybranych gendw, wyodrebnianie z nich niekodujgcej sekwencji nukleotydowej konca 3/,
charakteryzowanie pod wzgledem skfadu nukleotydowego, dtugosci czesci niekodujacej, obecnosci

krétkich kilkunukleotydowych motywow sekwencyjnych oraz klasyfikacje i analize statystyczng wynikow.

Narzedzie to wykorzystano do porédwnania kofncédw 3’ gendw, ktérych transkrypty wykazywaty zmiane
poziomu (mogty ulegac stabilizacji lub destabilizacji) pod wptywem promieniowania jonizujgcego. Komorki
biataczki z linii K562 oraz czerniaka Me45 hodowane in vitro, byly eksponowane na dziatanie promieni
jonizujacych a nastepnie w czasie mozliwie najkrétszym, badano poziom transkryptéw wielu gendéw
za pomocg metody mikromacierzy i porédwnywano z poziomem w komérkach kontrolnych. Na podstawie
pomiaru ilosci transkryptu odczytanego z sond umieszczonych na mikromacierzy, odpowiednio

pogrupowano i poselekcjonowano geny, a nastepnie poréwnano ich sekwencje konca 3.

Wyniki badan wykazaty istotne réznice pomiedzy grupami ekspresyjnymi nie tylko w obrebie dtugosci
sekwencji konca 3’, ale takze sktadu nukleotydowego. Grupa gendw, u ktérych zaobserwowano wzrost
poziomu transkryptu charakteryzowata sie statystycznie wiekszg iloscig adeniny i tyminy oraz mniejszg

guaniny i cytozyny w stosunku do gendw o statej ekspresji, podczas gdy w grupie gendw, ktérych ekspresja



ulegta spadkowi byto odwrotnie, a wiec obserwowano wiekszg ilos¢ guaniny i cytozyny oraz mniejszg

adeniny i tyminy.

Rdéznice wystepujg takze w przypadku powtdrzen okreslonych motywdw sekwencyjnych. Jednym z dosé
charakterystycznych jest sekwencja TAAAT, odpowiedzialna w wielu przypadkach za destabilizacje
transkryptu. W grupie gendw, ktérych ekspresja wzrosta, tego typu powtdrzen jest o 20% wiecej niz
w grupie gendw ktérych ekspresja utrzymywata sie na statym poziomie, natomiast w grupie o zmniejszonej
ekspresji, wystepuje ich z kolei srednio o 29% mniej co sugeruje ze ten motyw moze w niektdrych

komérkach petni¢ rowniez funkcje stabilizujgca.

Przeprowadzone badania ukazujg jak duze mozliwosci daje pofaczenie wiedzy z zakresu biologii
i informatyki, bez ktérej jednoczesna analiza ponad 10 tysiecy gendw o tacznej dtugosci sekwenc;ji korica 3’

przekraczajgcej 11 milionéw nukleotyddéw, bytaby niemozliwa.



