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omdwienie celu naukowego/artystycznego ww. pracy/prac i osiggnietych wynikéw wraz z

omowieniem ich ewentualnego wykorzystania.

Przez wiele lat uwazano, ze funkcje regulatorowe w komoérce petnione sg wytacznie przez biatka.

Stanowisko to zaczeto ulega¢ zmianie pod koniec XX wieku wraz z odkryciem pierwszych czgsteczek

RNA zdolnych do regulacji ekspresji genéw, ktére nie posiadaty otwartej ramki odczytu. Czgsteczki te

nazwano regulatorowymi niekodujgcymi RNA (ang. noncoding RNA, ncRNA). W chwili obecnej sg one

uwazane za jeden z najistotniejszych komérkowych elementéw regulatorowych. Potwierdzony zostat

ich udziat w regulacji podstawowych proceséw takich jak replikacja DNA, transkrypcja, translacja,
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dojrzewanie mRNA, utrzymywanie struktury chromatyny czy obrona przed infekcjami (Cech and Steitz,

2014; Szymanski et al., 2003).

Czasteczki regulatorowych niekodujgcych RNA obserwowane sg we wszystkich domenach organizmoéw
zywych. Najlepiej zbadane sg u eukariontéw, gdzie podzieli¢ je mozna na dwie gtdwne grupy: diugie
ncRNA (ang. long noncoding RNA, IncRNA), ktdre podlegajg analogicznemu do mRNA dojrzewaniu
(wycinanie intronéw, poliadenylacja) oraz krétkie ncRNA (short RNA, sRNA), ktére mogg byc
niezaleznymi produktami transkrypcji badz powstawac¢ poprzez wycinanie z dtuzszych prekursoréw.
Najlepiej poznang klasg eukariotycznych krétkich RNA sg RNA o dtugosci od 18-26 nukleotydéw (nt),
takie jak mikroRNA (miRNA), krétkie interferujgce RNA (siRNA) czy krétkie RNA oddziatujgce z biatkami
PIWI (piRNA). Ich cechg wspdlng jest biogeneza poprzez wycinanie z dtuzszych prekursoréw za pomocg
enzymow z rodziny DICER oraz funkcjonowanie w postaci komplekséw rybonukleoproteinowych
zawierajgcych biatka Argonaut. Co istotne, kanoniczne krdtkie ncRNA sg wycinane z transkryptéw
prekursorowych (ang. host genes) badz z rejondw pre-mRNA nie petnigcych funkcji w biosyntezie biatka

(introndw) (Cech and Steitz, 2014).

Czasteczki krotkich RNA obserwowane sg rowniez w organizmach prokariotycznych. Zaréwno ich
biogeneza jak i mechanizmy funkcjonowania znaczaco réznig sie od czasteczek eukariotycznych. U
bakterii krotkie RNA powstajg zazwyczaj jako produkty niezaleznej transkrypcji i charakteryzujg sie
dtugoscia od kilkudziesieciu do nawet kilkuset nukleotydéw. Mechanizm ich dziatania polega
najczesciej na regulacji ekspresji gendw poprzez oddziatywania antysensowe z docelowymi mRNA badz

poprzez interakcje z biatkami istotnymi dla proceséw komérkowych (Cech and Steitz, 2014).

Od poczatkéow odkrycia krotkich RNA podstawowg metoda badawczg stosowang w celu ich
identyfikacji byto sekwencjonowanie cDNA. Poczatkowo przeprowadzane byto ono klasyczng metoda
Sangera, jednak dopiero upowszechnienie technologii wysokoprzepustowego sekwencjonowania DNA
(ang. next generation sequencing, NGS) pozwolito na dogtebne badanie repertuaru krétkich RNA.
Metody NGS zrewolucjonizowaty badania nad RNA poprzez mozliwos¢ kompleksowego poznania

sktadu zaréwno ilosciowego jak i jakosciowego krotkich RNA podczas pojedynczego eksperymentu.

Moje zainteresowanie krétkimi RNA zrodzito sie juz podczas realizacji pracy doktorskiej. Nawigzatem
wtedy kontakt z laboratorium prof. Hiittenhofera w Innsbrucku, ktére jako jedno z nielicznych
zajmowato sie na poczatku lat 2000 wielkoskalowg identyfikacja nowych niekodujgcych RNA z
zastosowaniem sekwencjonowania technikg Sangera. Juz w tamtym okresie, w analizowanych przeze
mnie odczytach pochodzacych z sekwencjonowania bibliotek cDNA uzyskanych z przepisania krétkich
RNA wyizolowanych z archeona Sulfolobus solfataricus, obserwowatem krétkie sekwencje pochodzace

z dtuiszych funkcjonalnych RNA, takich jak mRNA, tRNA czy snoRNA (Tang et al., 2005). Liczba
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uzyskiwanych woéwczas sekwencji nie pozwalata jednak na jednoznaczne okreslenie czy sg one

stabilnymi komérkowymi RNA czy tez artefaktami.

Obserwacja ta zaciekawita mnie na tyle, ze po ukonczeniu doktoratu wyjechatem na staz podoktorski
do laboratorium prof. Polacka w Innsbrucku, gdzie zajatem sie obliczeniowg analizg wynikéw
sekwencjonowania bibliotek cDNA uzyskiwanych we wspoétpracy z grupami badawczymi wchodzgcymi
w sktad konsorcjum GenAu (10 grup badawczych skupionych wokdét tematyki niekodujgcych RNA,
gtéwnie z Innsbrucku, Wiednia oraz Gratz). W ten sposéb miatem mozliwos¢ inicjacji wtasnych badan
nad identyfikacjg nowych typdw czgsteczek ncRNA, ktére miatem nadzieje odkry¢ w analizowanych
bibliotekach cDNA. Specyfika tej wspdtpracy pozwalata mi potgczy¢é moje zainteresowania
bioinformatyczne z mozliwoscig skupienia sie na bezposrednim badaniu zjawisk biologicznych, do
czego zawsze dazytem. W zdecydowanej wiekszosci realizowanych projektéw bytem jedynym
bioinformatykiem odpowiedzialnym za catos¢ prac nad zaprojektowaniem i przeprowadzeniem analiz
danych sekwencyjnych. Dzieki nabytemu doswiadczeniu, szybko zaczatem réwniez uczestniczyé w
planowaniu eksperymentéw sekwencjonowania wysokoprzepustowego majacych na celu

identyfikacje krotkich ncRNA.

W trakcie prowadzonych przeze mnie prac nad analizg pierwszych wysokoprzepustowych bibliotek
c¢DNA uzyskanych z krétkich RNA udato mi sie ponownie zaobserwowaé fragmenty takich czasteczek
jak mRNA, tRNA, rRNA czy snoRNA (Rederstorff et al., 2010). Gtdwnym wyzwaniem byto wskazanie,
ktére z obserwowanych fragmentéw pochodzg od stabilnych funkcjonalnych czasteczek RNA a ktére
sg artefaktami indukowanymi przez komdrkowa degradacje RNA Ilub powstajgcymi podczas
przygotowywania prébki do sekwencjonowania. W grupach prof. Polacka oraz prof. Hiittenhofera
opracowywano metody eksperymentalne majace na celu przygotowanie bibliotek cDNA
wzbogaconych w funkcjonalne ncRNA. W pierwszej z prac sktadajgcych sie na zgtoszone osiggniecie
(Zywicki, 2010), bedacej praca przeglagdowa, opisatem stosowane w naszym oraz innych laboratoriach
metody konstrukcji bibliotek cDNA w oparciu o krétkie czgsteczki ncRNA oraz problemy zwigzane z ich
analizg obliczeniowa. Praca to odzwierciedla aktualny na przetomie roku 2009/2010 stan wiedzy, ktéry

stanowit dla mnie motywacje do dalszych badan.

W celu realizacji postawionego sobie celu naukowego polegajacego na identyfikacji nowych klas
ncRNA, postanowitem opracowaé¢ nowg metode obliczeniowej analizy bibliotek cDNA opartych o
czasteczki krétkich RNA. Wynikiem byto opracowanie programu APART opisanego w drugiej z prac
sktadajacych sie na zgtoszone osiggniecie (Zywicki et al., 2012). Program ten pozwala na kompleksowg
analize bibliotek cDNA nakierowanych na identyfikacje i profilowanie ekspresji czgsteczek krétkich

ncRNA. Jako dane wejsciowe uzyte mogg by¢ surowe dane sekwencyjne w formacie FASTQ, natomiast
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jako wynik generowane sg tabele w formacie html oraz pliki tekstowe zawierajace kompleksowe
informacje na temat zidentyfikowanych ncRNA. Analiza sktada sie z nastepujacych etapéw: usuwanie
z odczytow sekwencji adaptoréw, mapowanie do genomu referencyjnego, sktadanie zmapowanych
odczytéw w kontigi wraz z wyznaczaniem poziomdw ekspresji, identyfikacja potencjalnych produktéw
wycinania RNA z dtuzszych prekursordw, klastrowanie, adnotacja, oraz generowanie koncowych tabel
z wynikami. Wszystkie powyzisze etapy mogg zosta¢ uruchomione sekwencyjnie w trybie

automatycznym badz tez kazdy z etapow moze zostaé uruchomiony recznie.

Program APART zawiera kilka innowacyjnych rozwigzan utatwiajgcych prace z bibliotekami cDNA
opartymi o mate ncRNA. Identyfikacja nowych stabilnych ncRNA opiera sie w gtéwnej mierze na
odréznieniu ich od produktéw niespecyficznego rozpadu RNA, ktéry moze byé wynikiem dziatania
pewnych nukleaz badz innych czynnikdw fizykochemicznych majgcych kontakt z RNA podczas jego
izolacji oraz procedur zwigzanych z przygotowaniem prébki do sekwencjonowania. W tym celu w moje;j
metodzie zdecydowatem sie na zastosowanie analizy rozktadu pokrycia prekursoréw przez odczyty.
Wyszukiwane sg miejsca nagtego ,skoku” gtebokosci pokrycia sugerujagce wystepowanie w prébce
wielu czgsteczek RNA o doktadnie tych samych koncach. W przypadku niespecyficznej degradacji
oczekiwanym sygnatem jest losowy rozktad korncédw czasteczek. Rejony otoczone sygnaturami
charakterystycznymi dla miejsc specyficznego ciecia RNA sg adnotowane jako potencjalne produkty
wycinania. Drugim innowacyjnym rozwigzaniem jest zaproponowany przeze mnie sposdb oznaczania
poziomu ekspresji kontigdw oraz potencjalnych produktéw wycinania na podstawie maksymalnego
pokrycia przez odczyty. Poniewaz procedura eksperymentalnego przygotowania probek do
sekwencjonowania krétkich RNA nie zawiera etapu losowe]j fragmentacji RNA, jedna czgsteczka RNA
obecna w prébce generuje jeden odczyt (pomijajac duplikaty zwigzane z reakcjg PCR). Dlatego jesli w
ramach kontigu obserwujemy nienachodzgce na siebie odczyty, powinnismy je interpretowacd jako dwa
produkty degradacji/wycinania a nie jako odczyty uzyskane z jednej czgsteczki RNA. Stad, zamiast
standardowej sumy odczytéw sktadajgcych sie na kontig, zaproponowatem zastosowanie

maksymalnego pokrycia kontigu jako miary jego ekspresji.

Nastepng innowacyjng cechg APART jest mozliwos¢ klastrowania zidentyfikowanych czasteczek
ncRNA. W wielu genomach, szczegdlnie u organizmoéw eukariotycznych, geny ncRNA wystepujg w
wielu kopiach, np. tRNA, snoRNA. W wielu przypadkach poszczegdlne loci kodujaca powtdrzenia genu
sg identyczne, co nie pozwala na ich rozrdznienie na podstawie sekwencji odczytow. Efektem jest
przeszacowanie liczby zidentyfikowanych ncRNA oraz utrudniona wysokg redundancjg analiza
wynikéw. APART posiada mozliwo$¢ potaczenia ncRNA zidentyfikowanych na podstawie tej samej

grupy odczytéw w jeden rekord. Odbywa sie to poprzez poréwnanie list odczytéw przynalezgcych do
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poszczegdlnych ncRNA. Dzieki temu klastrowanie jest bardzo czute i obejmuje wytgcznie ncRNA

zidentyfikowane na podstawie wielokrotnego mapowania grup odczytéw do genomu referencyjnego.

W tej samej pracy zastosowatem opracowane przeze mnie, opisane powyzej metody obliczeniowe do
analizy wynikéw sekwencjonowania wysokoprzepustowe;j biblioteki cDNA uzyskanej z krétkich ncRNA
oddziatujacych z rybosomami. Badania te przeprowadzone zostaty w drozdzach Saccharomyces
cerevisiae hodowanych w 12 réznych warunkach srodowiskowych. Poniewaz bytem zainteresowany
identyfikacja nowych klas ncRNA wycinanych z dtuzszych prekursoréw, badania przeprowadzone
zostaty w organizmie, ktdry nie posiada mechanizméw molekularnych umozliwiajgcych powstawanie i
funkcjonowanie klasycznych czgsteczek krétkich ncRNA takich jak siRNA, mikroRNA czy piRNA.
Jednoczesnie pragnelismy zweryfikowaé teze na temat mozliwosci regulacji aktywnosci rybosomu
przez niekodujgce RNA. W wyniku przeprowadzonej przeze mnie analizy uzyskatem 174
reprezentatywne kontigi (po zastosowaniu klastrowania). Dla 131 z nich udato mi sie wykry¢ obecnos¢
co najmniej jednego potencjalnego produktu wycinania. Co wiecej, potencjalne produkty wycinania
pochodzity z prawie wszystkich typdw transkryptow obecnych w S. cerevisiae, wigcznie z mRNA
(zarowno z eksondéw jak i introndéw), tRNA, snoRNA czy rRNA. Najwyziszy wskaznik wycinania
zaobserwowatem dla kontigdw miedzygenowych oraz pochodzacych z tRNA, snoRNA i dojrzatych
mRNA. W nastepnym kroku, wyniki analizy poddane zostaty weryfikacji eksperymentalnej (northern
blot, stem-loop RT-PCR), ktdra potwierdzita obecnos¢ przewidzianych przez APART produktéw
wycinania w wiekszosci analizowanych przypadkdéw, w szczegdlnosci tych powstajgcych z tRNA, rRNA
oraz snoRNA. Co wiecej, okazato sie, ze wycinanie zachodzi wytgcznie w scisle okreslonych warunkach
wzrostu S. cerevisae, specyficznie dla konkretnej czasteczki. Potwierdzone eksperymentalnie wyniki
analizy obliczeniowe] sugerowaty istnienie nowych mechanizméw powstawania stabilnych czgsteczek

RNA, ktére poprzez asocjacje z rybosomami, mogg miec potencjalny wptyw na translacje.

Na podstawie uzyskanych przeze mnie wynikéw wyodrebnitem kilka czgsteczek ncRNA o wysokim
potencjale funkcjonalnym, powstatych w wyniku wycinania z innych funkcjonalnych RNA. Jedng z
najbardziej interesujgcych czgsteczek byt 18-nukleotydowy fragment mRNA kodujgcego enzym
modyfikujgcy tRNA - metylotransferaze tRNA (TRM10). Byt to RNA ulegajgcy najwyzszej ekspresji
sposréd pochodzgcych z mRNA krotkich RNA zasocjowanych z rybosomami. Po wykonaniu przeze mnie
dodatkowych analiz okazato sie, ze bardzo podobna do 18-meru sekwencja znajduje sie w 26S rRNA S.
cerevisiae. Co wiecej, 18-mer okazat sie wystepowaé¢ w wielu innych organizmach, jednak nigdy w
podobnym kontekscie genomowym. Na podstawie przeprowadzonych przeze mnie analiz zostat on
wybrany do dalszych prac badawczych. Ich wyniki przedstawione zostaty w kolejnej z prac sktadajgcych
sie na zgtoszone przeze mnie osiggniecie (Pircher et al., 2014). Wykazalismy, ze zidentyfikowany przeze

mnie 18-mer ulega asocjacji z podjednostka 60S w obrebie rybosomu oraz powoduje prawie catkowitg
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inhibicje translacji zarowno in vitro jak i in vivo. Co wiecej, obserwowany efekt byt specyficzny
wzgledem sekwencji 18-meru. Wprowadzenie mutacji w obrebie tej czgsteczki skutkowato zniesieniem
efektu regulatorowego. W wyniku serii przeprowadzonych eksperymentéw zaproponowalismy
mechanizm, wedtug ktérego 18-mer ulega rekrutacji do rybosoméw natychmiast po wystgpieniu
stresu osmotycznego, powodujgc spowolnienie biosyntezy biatka. Po adaptacji programu
transkrypcyjnego komorki (okoto 30-45 minut) do nowych warunkéw, 18-mer oddysocjowuje
pozwalajac na translacje nowego zestawu biatek niezbednych do przezycia w warunkach stresu
osmotycznego. Co wiecej, brak 18-meru i indukowanego przez niego wstrzymania translacji w
poczatkowej fazie stresu, znaczgco zmniejsza przezywalnosé komérek. Opisany 18-mer jest pierwszym
przyktadem funkcjonalnego krétkiego regulatorowego ncRNA wycinanego z czesci kodujgcej mRNA.
Réwniez mechanizm jego dziatania jest bezprecedensowy. Praca byta na tyle nowatorska, ze jej
publikacja w Molecular Cell opatrzona zostata dodatkowym komentarzem redakcji (Lintner and Cate,

2014).

Czasteczki krotkich RNA powstajgce poprzez wycinanie z innych funkcjonalnych RNA udato mi sie
rowniez zaobserwowaé podczas réwnolegle prowadzonej analizy danych pochodzacych z
sekwencjonowania catkowitej puli krétkich RNA wyizolowanych z komdrek macierzystych myszy w
réznych stadiach ich réznicowania do neurondw (czwarta praca sktadajgca sie na zgtoszone osiggniecie
(Konstantinia Skreka et al., 2012) ). Okazato sie, ze w przeciwienstwie do drozdzy, w komdrkach
zwierzecych wiekszos¢ zidentyfikowanych stabilnych krétkich RNA nalezata do klasy mikroRNA.
Obserwacja ta byta spodziewana ze wzgledu na powszechnos¢ wystepowania tego typu czasteczek u
zwierzgt. Po odfiltrowaniu wszystkich znanych oraz nowych potencjalnych czgsteczek miRNA
(identyfikacja charakterystycznych sygnatur programem miRDeep (Friedldnder et al., 2012) )
najczesciej obserwowanym przeze mnie typami czgsteczek ncRNA byly nowe RNA pochodzace z
rejonéw miedzygenowych, intronéw pre-mRNA, tRNA oraz snoRNA . Ekspresja wybranych czgsteczek
zostata poddana weryfikacji eksperymentalnej za pomoca techniki PCR w czasie rzeczywistym.
Rezultaty potwierdzity wynikajace z analizy obliczeniowej obserwacje dotyczace znaczacych zmian
ekspresji tych czagsteczek zaréwno pomiedzy poszczegdlnymi etapami réznicowania komérek
macierzystych jak i dojrzatych neurondw i astrocytéw. Specyficzna regulacja ich ekspresji sugeruje, ze
zidentyfikowane mate RNA moga brac udziat w procesach réznicowania. Co zaskakujgce, podobnie jak
w przypadku drozdzy, udato mi sie zaobserwowac pewng niewielka liczbe krotkich (18-19 nt) RNA

powstatych w wyniku wycinania z dojrzatych czgsteczek mRNA (eksondw).

Z powodu ograniczonego udziatu czasteczek ncRNA wycinanych z innych funkcjonalnych RNA w
réznicowaniu neurondw u myszy, wraz z opiekunem mojego stazu podoktorskiego, prof. Norbertem

Polackiem postanowilismy zbada¢ powszechnos¢ wycinania ncRNA z innych funkcjonalnych RNA u
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archeonéw i pierwotniakéw . Zacheceni sukcesem badan przeprowadzonych w drozdzach
postanowilismy skupié sie na czasteczkach ncRNA zasocjowanych z rybosomami, ktérym nadana
zostata w miedzyczasie nazwa rancRNA (ang. ribosome-associated noncoding RNA). Jako kolejny obiekt
badan wybralisSmy archeona Haloferax volcanii, dla ktérego zasoby technik eksperymentalnych i
wiedzy zwigzanych z budowg i funkcjonowaniem rybosomu w éwczesnym czasie byty bardzo bogate.
Uzyskane wyniki opublikowane zostaty w pigtej z prac sktadajacych sie na zgtoszone osiggniecie
(Gebetsberger et al., 2012). Pomimo opracowanej juz metodologii identyfikacji stabilnych RNA analiza
danych z sekwencjonowania krétkich RNA z archeona stanowita duze wyzwanie, gtdwnie ze wzgledu
na specyfike genomu (niepetna wiedza na temat wystepujgcych w nim krétkich RNA, splicing tRNA i
inne) oraz metode zastosowang do konstrukcji biblioteki cDNA. Byta ona oparta o wydtuzanie 3’ korica
RNA o 8-12 cytozyn z uzyciem polimerazy poli(A). Jako starter do reakcji odwrotnej transkrypcji
wykorzystane zostaty oligonukleotydy ztozone z sekwencji adaptora, 8 guanin oraz nukleotydu
kotwiczgcego (A,C lub T). Niestety, takie podejscie skutkowato inicjacjg odwrotnej transkrypcji réwniez
w obrebie rejonéw wewnetrznych RNA bogatych w cytozyny. W celu eliminacji tego typu artefaktow
opracowatem metode ich identyfikacji i odfiltrowywania. Po zastosowaniu zmodyfikowanej wersji
programu APART okazato sie, ze w H. volcanii zdecydowanie najwiekszej ekspresji ulegajg mate ncRNA
stanowigce fragmenty tRNA. Mojg uwage najbardziej przykut 26-nukleotydowy fragment tRNA-Val
ktéry zdominowat catg biblioteke cDNA. Po przebadaniu zidentyfikowanego przeze mnie fragmentu
tRNA-Val w naszym laboratorium okazato sie, ze ulegat on zréznicowanemu wycinaniu i asocjacji z
rybosomami zaleznie od warunkdw wzrostu H. volcanii. Potwierdzilismy réwniez jego zdolnos¢ do
wigzania rybosomaow in vitro oraz in vivo. Dalsze testy funkcjonalne wykazaty, ze czgsteczka ta posiada
zdolnos¢ obnizania globalnego poziomu translacji poprzez inhibicje aktywnosci centrum
peptydylotransferazy w rybosomie. Odkrycie to byto jednym z pierwszych opisanych mechanizméw

regulatorowych, ktére moga petnic¢ fragmenty tRNA.

W trakcie wykonywanych analiz bibliotek cDNA z Haloferax volcanii mojg uwage przykuta réwniez
stosunkowo liczna grupa zidentyfikowanych ncRNA pochodzacych z rejonéw miedzygenowych. Ze
wzgledu na skapa adnotacje gendw ncRNA w genomach archeonéw wydawato sie, ze obserwowane
grupy odczytdw moga odpowiadaé nowym czgsteczkom sRNA. Niestety ze wzgledu na metodologie
zastosowang do konstrukcji biblioteki cDNA (opisana powyzej), w wiekszosci przypadkéw nie byto
mozliwe doktadne okreslenie 3’ kofica obserwowanych ncRNA. Filtrowanie odczytéw uzyskanych w
wyniku btednej inicjalizacji odwrotnej transkrypcji doprowadzito to do usuniecia wiekszosci
zidentyfikowanych miedzygenowych ncRNA. Dlatego do badan funkcjonalnych zdecydowalismy sie

wykorzysta¢ wyniki moich analiz bioinformatycznych ktdre wykonane zostaty bez usuwania
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artefaktéw, majgc Swiadomosé, ze prawdziwy 3’ koniec zidentyfikowanych ncRNA bedzie musiat zostac

oznaczony eksperymentalnie za pomocg techniki 3° RACE.

Majac powyzsze na uwadze, do analiz funkcjonalnych wybralismy trzy ncRNA o najwyiszej
wiarygodnosci, ktére ulegaty najwyziszej ekspresji oraz byty obserwowane réwniez we wczesniej
opublikowanych bibliotekach c¢cDNA. Uzyskane wyniki opublikowane zostaty w széstej z prac
sktadajacych sie na zgtoszone osiggniecie (Wyss et al., 2018). Jeden z ncRNA (s194) okazat sie
specyficznie wigzac¢ z aktywnymi translacyjnie rybosomami w obrebie podjednostki 50S. Udato sie
rowniez zaobserwowaé jego aktywnos¢ inhibitorowg na reakcje tworzenia wigzania peptydowego,
jednak wytacznie in vitro. W wyniku dalszych eksperymentéw udato nam sie wykazac¢, ze ncRNA s194
reguluje poziom translacji mRNA CstA, kodujgcego biatko uczestniczace w transporcie peptydéw w
warunkach gtodu. Wykazalismy, ze regulacja ta w przeciwienstwie do dotychczas poznanych
mechanizmdw nie polega na maskowaniu sekwencji mRNA wigzacej rybosom, tylko na kompetycji w
wigzaniu do rybosomu. Jest to zupetnie nowy mechanizm regulatorowy, ktéry wymaga dalszej

dogtebnej charakteryzaciji.

Kolejnym organizmem ktéry obralismy jako obiekt badawczy w poszukiwaniu nowych mechanizmoéw
regulacji ekspresji gendw realizowanych przez czasteczki kréotkich ncRNA byt swidrowiec Trypanosoma
brucei. Swidrowce charakteryzujg sie bardzo specyficzng biologig RNA. tRNA tych organizméw podlega
edycji i licznym modyfikacjom, rybosomowy RNA duzej podjednostki wystepuje jako kilka niezaleznych
taicuchéw RNA a mRNA transkrybowany jest w postaci policistronowej i ulega rozcinaniu w procesie
trans-splicingu. Z tego wzgledu organizm ten wydaje sie wyjatkowo interesujgcy w aspekcie
identyfikacji nowych klas krétkich ncRNA. Zgodnie z moimi sugestiami, w celu zwiekszenia zakresu
dtugosci identyfikowanych ncRNA podczas konstrukcji biblioteki wyizolowane zostaty RNA o dtugosci
< 300 nt a podczas sekwencjonowania zastosowaliSmy odczyty typu paired-end pozwalajgce na
uzyskanie informacji o sekwencji 100 nt z kazdego z koncéw cDNA. W przypadku ncRNA krétszych niz
200 nt powodowato to wzajemne nachodzenie odczytéw pochodzacych z pojedynczej czasteczki cDNA,
co skutkowa¢ mogtoby zaburzonym rozktadem pokrycia ncRNA przez odczyty, uniemozliwiajac
prawidtowq identyfikacje stabilnych RNA przez program APART. W odpowiedzi na to wyzwanie
opracowatem nowg metodologie identyfikacji ncRNA z tego typu bibliotek. Nachodzace na siebie
odczyty paired-end pochodzgce z tego samego cDNA pofaczytem w tzw. odczyty pseudo-single-end,
ktére w petni odpowiadaty wyizolowanym czgsteczkom RNA. Aby efektywnie analizowaé dtuisze
odczyty, oryginalng strategie zaimplementowang w APART polegajgca na identyfikacji kontigdw na
podstawie naktadajgcych sie odczytdw, zastgpitem identyfikacjg grup naktadajacych sie odczytow z
uzyciem programu blockbuster (Langenberger et al., 2009). W obrebie ,,blokéw” zwracanych przez ten

program identyfikowatem stabilne RNA za pomocg metodologii zaimplementowanej w moim
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programie APART. Biblioteki cDNA przygotowane zostaty z frakcji RNA zasocjowanych z rybosomami
wyizolowanymi z T. brucei hodowanymi w réznych warunkach. Po raz pierwszy w naszych badaniach
probki uzyskane z poszczegdlnych warunkéw zsekwencjonowane zostaty osobno a nie jako potgczona
pula. Umozliwito mi to przeprowadzenie analizy réznicowej ekspresji ncRNA juz na etapie analizy
obliczeniowej wynikéw sekwencjonowania. Zadanie to okazato sie by¢ wiekszym wyzwaniem niz na
poczatku sadziliémy. Wiekszo$¢ metod normalizacji poziomdéw ekspresji gendw uzyskiwanych na
podstawie sekwencjonowania transkryptomu opiera sie na zatozeniu, ze ekspresja wiekszosci gendw
nie ulega zmianie. W przypadku krétkich ncRNA nie zawsze zatozenie to jest spetnione, przede
wszystkim ze wzgledu na obserwowane juz wczesniej w naszych badaniach, zalezne od stresu globalne
zmiany w repertuarze krétkich ncRNA. Dlatego przeprowadzitem analize poréwnawczg dostepnych
metod normalizacji poziomdw ekspresji w celu wytonienia najodpowiedniejszej z nich. Do dalszych
prac zastosowatem metode rlog dostepng w pakiecie EdgeR jako najbardziej odporng na znaczne

globalne wahania pozioméw ekspresji ncRNA.

Dysponujac zoptymalizowang metodologig wykonatem analize sekwencji uzyskanych z bibliotek cDNA
Trypanosoma brucei. Ich wyniki opublikowane zostaty w siodmej pracy sktadajacej sie na zgtoszone
osiagniecie (Fricker et al., 2019). Pierwszg obserwacjg, ktéra przykuta mojg uwage byt istotny wzrost
ekspres;ji krétkich ncRNA wycinanych z tRNA w swidrowcach hodowanych w warunkach stresu gtodu.
W przewazajgcej wiekszosci byty to potdwki tRNA, z miejscem ciecia zlokalizowanym w petli
antykodonu. Eksperymenty northern blot potwierdzity zaréwno wielko$¢ zidentyfikowanych przeze
mnie potowek tRNA jak i ich zalezne od warunkdw zmiany ilosciowe. W przypadku niektdrych 3’
potowek, np. pochodzacej z tRNA-Thr, obserwowaliSmy rowniez zalezne od warunkéw hodowli
dodatkowe fragmenty reprezentujgce RNA o rozmiarze bardzo zblizonym do petnej dtugosci tRNA.
Poniewaz wczesniej obserwowano skracanie korica CCA w tRNA w stresie oksydacyjnym w komdérkach
ludzkich (Czech et al., 2013), postanowitem przeprowadzi¢ dodatkowg analize odczytéw
pokrywajgcych 3’ koniec tego tRNA. Uzyskane przeze mnie wyniki wykazaty, ze 3’ koniec tRNA-Thr w
warunkach stresu gtodu pozbawiony byt korncéwki CCA. W toku dalszych eksperymentéw okazato sie,
ze 3’ potdwka tRNA-Thr specyficznie asocjuje z rybosomami i powoduje globalng stymulacje ich
aktywnosci, natomiast brak koncéwki CCA jest kluczowy dla tej aktywnosci. Co wiecej, udato nam sie
wykazaé, ze stymulacja ta odbywa sie poprzez maskowanie inhibitorowej aktywnosci innych
komérkowych fragmentéw tRNA. Zidentyfikowany przez nas proces stymulacji aktywnosci
translacyjnej komorki poprzez krétki ncRNA wigzacy sie bezposrednio z rybosomem jest pierwszym i

jak do tej pory jedynym opisanym tego typu mechanizmem.

Jak wykazatem powyzej, zastosowanie technik opartych o sekwencjonowanie cDNA umozliwia

identyfikacje nowych, nie obserwowanych wczesniej klas ncRNA. Profilowanie ich ekspresji za pomoca
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tych metod moze by¢ jednak obarczone btedami zwigzanymi z obnizong reprezentacjg w bibliotekach
czasteczek, ktdre zawierajag modyfikacje potranskrypcyjne powodujgce przedwczesng terminacje
odwrotnej transkrypcji. Zjawisko to jest szczegdlnie istotne w przypadku fragmentéw tRNA. Aby
przekona¢ sie o skali tego zjawiska, wraz z grupa dr Kamilli Bgkowskiej-Zywickiej przeprowadzilismy
kompleksowa analize poziomow ekspresji fragmentdw tRNA u drozdzy S. cerevisiae z uzyciem techniki
northern blot, ktéra jest niezalezna od odwrotnej transkrypcji. Wyniki tych badan opisane zostaty w
6smej z prac sktadajacych sie na zgloszone osiggniecie (Bakowska-Zywicka et al., 2016).
Przeprowadzona przeze mnie analiza statystyczna uzyskanych wynikéw wykazata, ze w przypadku S.
cerevisiae zjawisko modyfikacji potranskrypcyjnych nie wptywa w istotny sposéb na identyfikacje
nowych ncRNA, jednak ma znaczacy wptyw na obserwowane poziomy ich ekspresji. Wyniki te
potwierdzity wysoka skuteczno$¢ opracowanej przeze mnie metodologii analizy bibliotek cDNA w celu

identyfikacji nowych klas ncRNA.

Majac nadzieje na identyfikacje kolejnych nowych typow krétkich ncRNA podjgtem sie réwniez analizy
RNA uwiktanych w opornosé kukurydzy na glifosat — herbicyd zawarty w jednym z najpopularniejszych
srodkéw ochrony roslin, Roundup®. Jest to herbicyd systemiczny, ktory swa popularnos$é zawdziecza
obecnosci na rynku roslin GMO z wprowadzong na niego odpornoscig. Od pewnego czasu pojawia sie
jednak coraz wiecej doniesiert o spontanicznym nabywaniu odpornosci na glifosat przez chwasty oraz
rosliny uprawne (Heap, 2015). Aby zblizy¢ sie do wyttumaczenia tego fenomenu konieczne jest petne
zrozumienie zmian jakie zachodzg w roslinach w odpowiedzi na stres herbicydowy. W moich badaniach
wykorzystatem biblioteki cDNA z siewek kukurydzy nakierowane na mate ncRNA uzyskane z roslin
kontrolnych oraz traktowanych preparatem Roundup®, udostepnione przez grupe prof. Tomasza
Twardowskiego z IChB PAN. Niestety, przeprowadzona przeze mnie analiza z wykorzystaniem mojego
programu APART wykazata, ze poziomy ekspresji krotkich RNA wycinanych z innych funkcjonalnych
RNA wykazywaty bardzo duze wahania pomiedzy zreplikowanymi prébami, uniemozliwiajgc
wysuniecie wiarygodnych kandydatéw do badan funkcjonalnych. Zidentyfikowatem jednak grupe
czasteczek miRNA, ktére wykazywaty wspdlny wzorzec ekspresji w odpowiedzi na traktowanie
glifosatem. Poniewaz repertuar znanych miRNA w kukurydzy wydaje sie by¢ niepetny (w blisko
spokrewnionym ryzu znanych jest prawie trzykrotnie wiecej miRNA), postanowitem go uzupetnic
poprzez opracowanie nowej metody profilowania ekspresji ewolucyjnie zachowawczych miRNA.
Polega ona na mapowaniu odczytow z sekwencjonowania do znanych prekursorow miRNA z
analizowanego organizmu oraz z organizméw spokrewnionych. Jesli grupa odczytéw mapuje do
znanego mMIiRNA z analizowanego organizmu, mierzony jest jego poziom ekspresji. Jesli jednak

zidentyfikowana zostanie grupa odczytow, ktora posiada wieksze podobienstwo do miRNA z
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organizmu innego niz analizowany, wskazuje to na odkrycie nowego, ewolucyjnie zachowawczego

miRNA.

Stosujac to podejscie zidentyfikowatem 13 miRNA wykazujgcych statystycznie istotng rdznicowg
ekspresje w odpowiedzi na traktowanie glifosatem. Uzyskane wyniki opisane zostaty w dziewiatej z
prac skfadajacych sie na zgloszone osiggniecie (Zywicki et al., 2015). Sposéréd zidentyfikowanych
miRNA, 12 ulegato aktywacji, natomiast 1 - represji. Co wiecej, 5 miRNA stanowity czgsteczki wczesniej
nie obserwowane w kukurydzy. Posréd mRNA potencjalnie regulowanych przez te czasteczki
najliczniejszg grupe stanowity mRNA kodujgce liczne regulatory transkrypcji. Najciekawsze byto jednak
odkrycie, ze dwa ze zidentyfikowanych przeze mnie miRNA (miR827-3p oraz miR444), jak wczesniej
udowodniono, biorg udziat w regulacji pobierania fosforu poprzez indukcje ekspresji biatek
transporterowych (Hackenberg et al., 2013; Yan et al., 2014). Poniewaz wczes$nie] zostato wykazane,
ze glifosat, ktory jest fosfonianem uzywa tych samych mechanizméw wnikania do komaorek roslinnych
co fosfor, odkryty mechanizm regulacyjny moze mieé kluczowe znaczenie dla opornosci roslin na

dziatanie tego herbicydu.

Podsumowujac, dzieki zaprojektowanym i zaimplementowanym przeze mnie metodom
obliczeniowym oraz wykonanym przeze mnie analizom danych z sekwencjonowania bibliotek cDNA
udato mi sie zidentyfikowaé¢ nowa klase funkcjonalnych czasteczek ncRNA funkcjonujacych poprzez
regulacje aktywnosci rybosomu i wptywajgcych na komérkowy poziom translacji. Mechanizm ten
wydaje sie by¢ szeroko rozpowszechniony posréd organizmdéw zywych i obejmuje zaréwno czgsteczki
krétkich ncRNA stanowigce niezalezne jednostki transkrypcyjne (s149 w Haloferax volcanii) jak i ncRNA
wycinane z innych funkcjonalnych czasteczek, takich jak mRNA czy tRNA (18-mer w Saccharomyces
cerevisiae, fragmenty tRNA w Haloferax volcanii i Trypanosoma brucei). W toku moich badan
zidentyfikowatem réwniez nowe czgsteczki krotkich RNA uwiktanych w procesy regulacji roznicowania

neurondw u myszy oraz w odpowiedz kukurydzy na stres herbicydowy.

5. Omdéwienie pozostatych osiggnie¢ naukowo - badawczych (artystycznych).

Oprodcz przedstawionych w osiggnieciu prac, bratem réwniez udziat w innych projektach zwigzanych z
poszukiwaniami funkcjonalnych czgsteczek niekodujgcych RNA. Jednym z projektéw byto opracowanie
metody eksperymentalnej identyfikacji funkcjonalnych ncRNA poprzez izolacje czgsteczek RNA
zwigzanych z biatkami (ang. ribonucleoprotein particles, RNP), zgodnie z zatozeniem ze wiekszos$¢
znanych funkcjonalnych ncRNA petni swoje funkcje w kooperacji z kompleksami biatkowymi
(Rederstorff et al., 2010). W projekcie tym mojg rolg byta interpretacja uzyskanych wynikéw analizy

bibliotek cDNA i re-adnotacja zidentyfikowanych ncRNA. W ramach innego projektu opracowatem
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skuteczny sposdb projektowania mikromacierzy DNA zawierajgcych sondy nakierowane na ncRNA (K.
Skreka et al., 2012a, 2012b). Opracowana przeze mnie macierz sktadata sie z sond DNA oraz LNA
zaprojektowanych tak, aby miaty tg sama temperature topnienia umozliwiajac hybrydyzacje zaréwno
krétkich (20-25 nt) jak i dtugich (70-150 nt) ncRNA podczas jednego eksperymentu. Zgodnie z
przedstawionymi w publikacjach wynikami udato sie uzyska¢ bardzo wysoka specyficznos¢ oraz czutosé¢

opracowanych przeze mnie sond.

Doswiadczenie i umiejetnosci zdobyte podczas prac nad identyfikacjg nowych ncRNA wykorzystatem
rowniez w projektach zwigzanych z analizg znanych juz czasteczek tego typu. Jednym z takich
projektéw byta identyfikacja czgsteczek microRNA uwiktanych w procesy nowotworzenia w glejakach
typu glioblastoma multiforme (Piwecka et al., 2015). Gtéwnym celem byto wytonienie markeréw
molekularnych pozwalajagcych na rozréznienie poszczegdlnych stadidow tego nowotworu.
Przeprowadzone przeze mnie analizy danych z sekwencjonowania pozwolity na wyznaczenie 25
mikroRNA ktére ulegajg znaczacej zmianie ekspresji pomiedzy stadium Il i IV glejaka, ktére mogg by¢
wykorzystane jako markery prognostyczne w terapii. W potaczeniu z pozostatymi przeprowadzonymi
eksperymentami uzyskane przeze mnie wyniki pozwolity na powigzanie z GBM 30 nowych mikroRNA,

mogacych stanowi¢ nowe biomarkery tej jednostki chorobowej.

Inny z realizowanych projektéw poswiecony byt analizie procesu dojrzewania czasteczek tRNA u
drozdzy Saccharomyces cerevisiae (Foretek et al., 2016). We wczesniejszych badaniach wykazano, ze
delecja genu mafl, kodujgcego represor transkrypcji realizowanej przez polimeraze Ill, powoduje
nagromadzenie niedojrzatych czasteczek tRNA w jadrze komérkowym podczas zmiany warunkéw
hodowli (Karkusiewicz et al., 2011). W celu zbadania mechanizmu odpowiedzialnego za tg obserwacje,
wygenerowane zostaty biblioteki cDNA nakierowane na uchwycenie zmian w dojrzewaniu kornca 3’
tRNA, uzyskane z komodrek typu dzikiego oraz posiadajgcych delecje genu mafl. W wyniku
przeprowadzonych przeze mnie analiz udato mi sie zaobserwowac istotne rdéznice w obecnosci
koncowki CCA, ktére zalezne byty od genotypu oraz od warunkéw hodowli. Po wykonaniu
dodatkowych eksperymentéw udato nam sie potwierdzi¢ powigzanie pomiedzy represjg polimerazy lll
przez Mafl oraz procesem dodawania koricéwki CCA do tRNA podczas dojrzewania. Mianowicie, w
przypadku zbyt wysokiej transkrypcji tRNA (genotyp Amafl) czynnikiem limitujgcym ilos¢ tRNA
dostepna w cytoplazmie staje sie dodawanie koncéwki CCA, prowadzac do obserwowanej akumulacji

niedojrzatych tRNA w jadrze.

W trakcie swoich badan zajmowatem sie réwniez analizg struktury RNA. Dzieki przeprowadzonym
przeze mnie symulacjom dynamiki molekularnej, potgczonym z wynikami eksperymentéw, udato nam

sie zaproponowacé mechanizm zwigzany z utratg funkcji rybosomu po wprowadzeniu mutacji w jedne;j
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z najsilniej zachowawczych ewolucyjnie par zasad w rybosomowym RNA 23S: A2450-C2063 (Chirkova
et al.,, 2010). W innej z prac badatem mozliwosci wykorzystania metod wysokoprzepustowego
probkowania struktury drugorzedowej transkryptomu do oznaczania struktury czasteczek krotkich
RNA (Plucinska et al., 2016). Zgodnie z uzyskanymi wynikami, uwzglednienie wiezéw strukturalnych
uzyskanych z eksperymentéw prébkowania do modelowania struktury czasteczek tRNA tylko
nieznacznie zwiekszyto doktadnosé tego procesu. Napisatem rdéwniez prace przegladowg
podsumowujgcg mozliwosci wykorzystania ryboprzetgcznikdw jako celi terapeutycznych dla nowych
klas antybiotykdw (Machtel et al., 2016). Te regulatorowe struktury RNA wystepujgce powszechnie u

bakterii stanowig jeden z obecnych obszaréw moich zainteresowan naukowych.

Ze wzgledu na prowadzone prace nakierowane na identyfikacje molekularnych podtozy nowotworéw
u cztowieka oraz odpornosci na glifosat u roslin, zainteresowatem sie réwniez mozliwosciami
wykorzystania nowoczesnych metod sekwencjonowania lll generacji do sekwencjonowania genoméw
eukariotycznych. Metody te (PacBio SMRT oraz Oxford Nanopore) pozwalajg na uzyskanie bardzo
dtugich odczytéw, jednak wykazujg sie one bardzo niskg doktadnoscig uzyskiwanych sekwencji. W celu
weryfikacji mozliwosci ich zastosowania wykonatem analize poréwnawczg dostepnych metod korekgji
uzyskiwanych sekwencji za pomocg krétszych, jednak bardzo doktadnych odczytéow z
sekwencjonowania lllumina (Mahmoud et al.,, 2017). Uzyskane wyniki wykazaty, ze jedno z

testowanych narzedzi (HALC) umozliwiato uzyskanie wynikéw znacznie lepszych niz pozostate.

Innym kierunkiem moich badan byty badania repertuaru mozliwosci regulatorowych czgsteczek ncRNA
z zastosowaniem techniki genomowej selekcji in vitro (ang. genomic SELEX) (Bannikova et al., 2013;
Boots et al., 2014). Technika ta pozwala na identyfikacje sekwencji RNA kodowanych w genomie,
niezaleznie od tego czy ulegajg ekspresji, wigzacych sie do wybranego biatka. W wyniku
przeprowadzonych przeze mnie analiz obliczeniowych danych pochodzacych z tego typu
eksperymentdw udato mi sie zidentyfikowa¢ motyw RNA wigzacy sie do biatka AtCyp59, bedacego
regulatorem aktywnosci RNA polimerazy Il. RNA zawierajgce zaproponowany przeze mnie motyw i
jego warianty podczas weryfikacji eksperymentalnej wykazywaty zalezne od stezenia wigzanie do

badanego biatka. Co wiecej, wigzanie to powodowato inhibicje jego aktywnosci.

/)/C Il Moy,
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