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oraz proces tworzenia manuskryptu.

e Procentowy udzial: 50%




dr Barbara Uszczynska-Ratajczak — Autoreferat w jezyku polskim

Zatacznik 3
C) CEL NAUKOWY PRACY WRAZ Z OPISEM OSIAGNIETYCH WYNIKOW
1. Wstep
Poznanie sekwencji ludzkiego genomu jest niewatpliwie jednym z najwigkszych osiagnie¢ wspotczesnej
biologii'?. Jednoczesnie osiagniecie to zwrdcito nasza uwage na konieczno$¢ poszukiwania elementow
funkcjonalnych w ludzkim genomie. Poczatkowe wysitki skoncentrowane byty gldwnie na identyfikacji
genéw kodujacych biatka i szybko ujawnily, ze w ludzkim genomie znajduje sie ich tylko ~19,000°. Co
ciekawe, geny te stanowig tylko 1,1% naszego genomu. Ozhacza to, ze pozostate 98,9% nie koduje biatek
i czesto jest nazywane niekodujagcym DNA lub ,,ciemng materig” genomu. Dane dla innych organizmow
wielokomdrkowych sa mniej oczywiste, ale najprawdopodobniej zblizone, w szczegdlnosci dla myszy™*®.
Powyzsze odkrycie nasuwa dwa bardzo wazne pytania: (1) Dlaczego tak duza cze$¢ naszego genomu nie
koduje biatek? oraz (2) Jaka biologiczng funkcje w komorce petni niekodujace DNA? Naukowcy z catego
swiata od klinicystow po biologéw ewolucyjnych staraja si¢ odpowiedzie¢ na te pytania poprzez
projektowanie wysokoprzepustowych, bioinformatycznych przedsiewzie¢. Katalogi gendw, ktore sg
rezultatem tych badan stanowia kluczowe zasoby z punktu widzenia eksploracji genomu. Jednak pomimo
technologicznego 1 obliczeniowego postepu, identyfikacja elementéw funkcjonalnych nadal jest bardzo

trudna, nawet w przypadku dobrze poznanych genomoéw ssakdw.

1.1. Liczba genéw w genomach ssakéw

Genom komdrkowy zawiera zarowno geny kodujace biatka, jak i geny niekodujace. Biatka jako koncowy
produkt ekspresji gendéw sg tatwe do zidentyfikowania i dalszej charakterystyki. Dlatego tez to geny
kodujace biatka poczatkowo zdominowaly nasze spojrzenie na genomike. Od dawna zaktadano, ze
ztozono$¢ organizmu zalezy i wzrasta wraz z ich liczbg. Wcezesne szacunki wskazywaly, ze liczba gendow
kodujacych biatka w ludzkim genomie miesci sie w przedziale od kilkudziesieciu do kilkuset tysiecy®.
Zatem duzym zaskoczeniem byt fakt, gdy wraz z zakonczeniem projektu poznania ludzkiego genomu,
liczba ta zostata zredukowana do ~31,000%. Obecnie zaréwno RefSeq, jak i GENCODE zgadzaja sie co do
liczby gendéw kodujacych biatka w ludzkim genomie na poziomie ~20,000. Natomiast liczba genow
niekodujacych mieéci si¢ w przedziale 15,000 — 18,000”. Wartosci te dla myszy sa do$¢ odmienne w
poréwnaniu z tymi dla cztowieka (Rysunek 1). Nie jest jednak jasne czy kwestia ta ma podtoze biologiczne,
czy raczej wynika z mniej dojrzatego stanu katalogéw genow dla genomu myszy.

Nie do konca wiadomo takze, w jaki sposob liczba genow bedzie ewoluowaé w czasie. Geny kodujace
biatka sg relatywnie tatwe do zidentyfikowania z duza doktadnoscia, co moze wskazywac, iz katalog genéw
kodujacych biatka jest niemalze kompletny. Niezalezne badania obejmujace uzycie metod glebokiego
sekwencjonowania, zdajg sie potwierdzaé ten poglad®®. Chociaz ostatnio bylismy $wiadkami proby

podwazenia tego konsensusu poprzez doniesienie, ktore wskazywato na odkrycie setki nowych genow
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kodujacych biatka w ludzkim genomie'®. Wysitki te jednak okazaty si¢ byé¢ dos¢ kontrowersyjne, gdyz
zidentyfikowane geny mialy falszywie pozytywny charakter?,
Geny niekodujace bialek sa znacznie trudniejsze do zidentyfikowania. Dlatego tez sklad katalogow w
konteks$cie tych gendw jest znacznie mniej ostateczny. Wraz z rozwojem metod ukierunkowanych na

identyfikacje genow niekodujacych, oczekuje sig, ze to wiasnie ich liczba bedzie znaczaco wzrastaé w

najblizszych latach.
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Rysunek 1. Statystyka dla podstawowej wersji katalogu GENCODE (v34) dla genoméw czlowieka i myszy.
Liczba genow (lewa strona) i transkryptow (prawa strona) dla diugich niekodujgcych RNA (IncRNA, po lewej) Oraz
genéw kodujgcych bialka (po prawej). Pozostale klasy genéw zostaly pominiete dla uproszczenia. Biotypy
odpowiadajq poszczegdlnym klasom funkcjonalnym genéw.

1.2. Jaka cze$¢é genomow ssakow jest funkcjonalna?
Dzigki postepowi technologii w dziedzinie sekwencjonowania RNA, ktory pozwolit na doktadng analizg
transkryptoméw ssakow, zaczgliSmy uzyskiwaé bardziej wyrafinowany obraz natury, tozsamosci i zakresu
elementéw funkcjonalnych w genomach cztowieka i myszy.
Wielkoskalowe projekty takie jak ENCODE (Encyclopedia of DNA Elements), ktore przeprowadzity ultra-
glebokie analizy przy uzyciu sekwencjonowania RNA i ludzkich linii komérkowych, ujawnity, ze ~75%
ludzkiego genomu wulega transkrypcji, a az ~50% region6bw genomowych wytwarza dojrzate,
poliadenylowane transkrypty*? (Rysunek 2). Cho¢ wskazane wartosci sa do$é wysokie, powszechnie uwaza
sie, ze mogg by¢ one niedoszacowane, poniewaz w projekcie ENCODE uzyty zostat tylko niewielki
podzbidr stanéw komorkowych. Ponadto dla 11% regiondw genomowych, z wytaczeniem 1,1% sekwencji
kodujacych bialka, ENCODE wykazal obecno$¢ motywoéw wigzania czynnikéw transkrypcyjnych oraz
sladéw DNAzy o wysokiej rozdzielczo$ci (ang. high-resolution DNase footprints, DHS) w jednym lub
wielu typach komorek (Rysunek 2). Wskazuje to na bezposredni kontakt tych regionéw z elementami

regulatorowymi. Wreszcie, modyfikacje histondw zwigzane z regionami promotorowymi lub
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wzmacniaczami transkrypcji (ang. enhancers) oraz modyfikacje charakterystyczne dla elongacji
transkrypcji stanowig odpowiednio ~20% i ~30% ludzkiego genomu (Rysunek 2).

Projekt ENCODE wykazat, ze wiele regiondw w tym sekwencje niekodujace, regiony niezachowane
ewolucyjnie i powtarzajace si¢ elementy (ang. repeat elements), ktore wczeSniej uwazano za
niefunkcjonalne, ulegajg transkrypcji. Jednakze sama transkrypcja nie wskazuje na jakgkolwiek role tych
regionéw w komorce, a biologiczne znaczenie wszechobecnej transkrypcji jest raczej kontrowersyjne®.
Wynika to glownie z faktu, ze transkrypcja, w szczegdlnos$ci na etapie inicjacji przez polimeraz¢ RNA II
(Pol 11) jest niespecyficzna i stochastyczna®. Dlatego tez znaczna cze$¢ transkryptow miedzygenowych
moze po prostu stanowi¢ produkt uboczny niespecyficznej transkrypcji i zosta¢ przeznaczona do szybkiej
degradacji w komorce. Chociaz nie jest jasne, jaki odsetek regionéw w genomie pelni biologiczne funkcje
w komorce, ostatnie badania sugeruja, ze 20-25% stanowi gorng granice funkcjonalnej frakcji ludzkiego
genomu®. Zatem nawet te konserwatywne wyliczenia, dokonane na podstawie analizy zachowawczosci
ewolucyjnej oraz obcigzenia mutacyjnego'®, wskazujg, ze znaczna cze$é niekodujacego genomu

najprawdopodobniej jest funkcjonalna.
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Rysunek 2. Podsumowanie analizy ludzkiego genomu wedlug danych ENCODE. Wykres stupkowy przedstawia
[frakcje ludzkiego genomu dla ktorej wykryto aktywnos¢ w ramach konkretnego typu danych ENCODE w co najmniej
jednej linii komérkowej lub tkance. Wszystkie wartosci procentowe obliczone zostaly w odniesieniu do catego genomu.

1.3. Niekodujace RNA
Cho¢ niekodujagce DNA charakteryzuje si¢ brakiem potencjatu (lub minimalnym potencjatlem) do

kodowania biatek, wcigz moze ono ulega¢ transkrypcji i produkowaé niekodujace czasteczki RNA
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o nieznanych dotad funkcjach. Wiele przyktadow niekodujacych, ale funkcjonalnych elementéw
genomowych zostalo dobrze poznanych, w tym mate jadrowe RNA (snRNA), male nuklearne RNA
(snoRNA), rybosomalne RNA (rRNA), mikroRNA, transportujace RNA (tRNA) oraz dlugie niekodujace
RNA (IncRNA). Chociaz poczyniono ogromne starania, aby zidentyfikowa¢ i doktadnie scharakteryzowaé
niekodujace RNA, jak dotad opisane przypadkKi stanowia jedynie niewielka cze$¢ ludzkiego genomu®.
Inne funkcjonalnie istotne regiony obejmujg cis-regulatorowe elementy, kontrolujace ekspresje genow (np.
promotory, wzmacniacze, izolatory [ang. insulators] oraz wyciszacze transkrypcji), punkty wyjsciowe
replikacji, telomery i centromery. Co najmniej 8.5% ludzkiego genomu zaangazowane jest w regulacje
gendw w orientacji cis, jak wynika z konserwatywnej analizy danych ENCODE typu ChlP-seq oraz $ladéw
DNAzy o wysokiej rozdzielczosci w panelu ludzkich linii komdrkowych?®.
Wzmacniacze transkrypcji sa jedng z najbardziej interesujacych klas spos$rdd sekwencji regulatorowych.
Elementy te dziatajg w ukladzie cis i aktywuja transkrypcje gendw poprzez szeroki zakres interakcji
z promotorami docelowych genéw. Wzmachiacze transkrypcji mogg znajdowacé sie zardéwno powyzej, jak
i ponizej docelowego promotora. W wielu przypadkach odlegto$¢ ta wynosi od setek do tysiecy
nukleotydow'’. Co wiecej, wzmacniacze mogg takze same ulegaé transkrypcji, wytwarzajac tak zwane
wzmacniajace RNA (ang. enhancer RNA, eRNA), ktore przewaznie nie ulegaja procesowi sktadania

transkryptow oraz poliadenylacji*®*®

. Ich cechg charakterystyczng jest takze niski poziom ekspres;ji.
Chociaz eRNA pierwotnie uwazano za produkty uboczne procesu aktywacji wzmacniaczy transkrypcii,
ostatnie doniesienia pokazuja, ze odgrywaja one kluczowg rol¢ w uruchamianiu kaskady molekularne;j,

prowadzacej do aktywacji wzmacniacza®.

1.4. Dlugie niekodujace RNA - ,,znany nieznany” w biologii i chorobach
Dhugie niekodujace RNA (ang. long noncoding RNAs, INCRNAS) to czasteczki RNA o dtugosci powyzej
200 nukleotyddw, ktore charakteryzuja si¢ ograniczonym lub nawet znikomym potencjatem kodowania
biatka???, Transkrypty te przypominaja mRNA na kilka sposobéw — podlegaja one procesowi sktadania
transkryptow (istnieja wyijatki), sg poliadenylowane (istnieja wyjatki) i posiadaja kap?. W przeciwienstwie
do mRNA, IncRNA ulegaja ekspresji na niewielkim poziomie, charakteryzuja si¢ takze nizsza stabilno$cia

oraz stabsza wydajno$cia obrobki potranskrypcyjnej** %

. Co wigcej, IncRNA majg takze wysoka
specyficznos$¢ tkankowa. Szacuje si¢, ze liczba IncRNA w ludzkim genomie miesci si¢ w zakresie od
20,000 do 100,000°%%%’, co znacznie przekracza liczbe genéw kodujacych biatka (~20,000)° lub matych
niekodujacych RNA (7,576 — GENCODE v31)°. Dzicki ogdlnoswiatowym wysitkom skoncentrowanym
na identyfikacji INCRNA, ich detekcja nastepuje znacznie szybciej, niz ich funkcjonalna charakterystyka.
Do tej pory eksperymentalnie okreslono funkcje dla jedynie niewielkiej liczby (<1%) dtugich

niekodujacych RNA%?° (Rysunek 3 ).
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1.5. Czy IncRNA sg funkcjonalne?
W $wiecie naukowym od kilku lat ma miejsce Liczba IncRNAs w ludzkim genomie

ozywiona debata na temat tego, czy IncRNA majg B Zrekonstruowany [ Skatalogowany  Scharakteryzowany

jakakolwiek  funkcje  biologiczng® % W 100000+ 96,308
przeciwienstwie do gendéw kodujacych biatko
(zawierajacych otwarte ramki odczytu), dla IncRNA 75000
zwigzek miedzy sekwencja, a funkcjg jest nieznany.

Co wigcej, IncRNA sa stabo zachowane 50000

Liczba gendw

ewolucyjnie pomiedzy gatunkami®**3*, Niemniej

jednak sekwencja INCRNA jest bardziej zachowana 250001 170

ewolucyjnie, niz sekwencje przypadkowe. Rosnie

400

takze liczba IncRNA powigzanych z fenotypami

) 25 37 _ NONCODE GENCODE IncRNAdb
komorkowymi® ‘. Ponadto natura zaprojektowata

niektore IncRNA tak, aby odgrywaly istotng role w Rysunek 3. Szacunkowa liczba genéw IncRNA w
ludzkim genomie. ,,Zrekonstruowany” odnosi si¢ do

zachowaniu rownowagi genetycznej pomiedzy generowanych obliczeniowo modeli genéw opartych na
danych RNA-Seq otrzymywanych metodq krotkich
odczytéw.

Ostatnie doniesienia dostarczajg wielu przykladow

zenskimi i meskimi organizmami, co sugeruje ich
kluczowy charakter w procesie regulacji genow4:,
wskazujacych na regulacyjng role kilku IncRNA w procesie réznicowania komorek* i organogenezie®.
Istnieje rowniez coraz wigcej dowodow na to, ze IncRNA odgrywaja takze istotng rolg w stanach
patologicznych. Wiele IncRNA ma zwigzek z chorobami ludzkimi®®, w tym chorobami sercowo-
naczyniowymi** i zaburzeniami neurodegeneracyjnymi®®. Zmiany w profilach ekspresji IncRNA sa
charakterystyczne takze dla réznych typow nowotworow*. Co wiecej, IncRNA moga mie¢ zaréwno
funkcje onkogenne, jak i supresorowe, ktére czasem mogg by¢ zintegrowane ze znanymi regulatorami,
takimi jak p53*. Rosngca liczba IncRNA jest takze Iaczona ze specyficznymi mechanizmami
molekularnymi majacych miejsce w procesach rakotworczych®®. Wreszcie, istnieja dowody na czeste
wystepowanie mutacji w INCRNA w chorobach nowotworowych?.

Rownolegte, bardzo istotne pytanie brzmi, w jaki sposob INCRNA dziataja w komoérce? Istnieja co najmniej
trzy mozliwe i nie wykluczajace si¢ wzajemnie ,,modalnos$ci funkcjonalne”. Po pierwsze, IncRNA moga
by¢ biologicznie aktywne jako dojrzate czasteczki RNA, zardwno w orientacji cis, jak i trans. Po drugie,
umiejscowienie INCRNA moze pokrywac si¢ z lokalizacja aktywnego DNA regulatorowego (np. LincRNA-
P21)%. Po trzecie, IncRNA moga regulowa¢ pobliskie geny poprzez sam akt transkrypcji®. W dwach
ostatnich przypadkach, czasteczka IncRNA i jej sekwencja mogg mie¢ drugorzedne znaczenie. Chociaz
proporcje tych klas sa nieznane, badania funkcjonalne wskazuja, ze znaczna populacja IncRNA dziata jako

dojrzate czasteczki RNA®
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Co cickawe, istnieja dowody na to, ze niektore geny, poczatkowo uznane za INCRNA, w rzeczywistosci
ulegaja translacji i produkuja biatka®***. Zazwyczaj koduja one mate peptydy (<100 aminokwasow), ktore
ze wzgledu na swoja niewielka dtugos¢ sa trudne do wykrycia przy uzyciu standardowego oprogramowania
stosowanego do budowy katalogoéw. Zastosowanie wysokoprzepustowego sekwencjonowania fragmentow
chronionych przez rybosomy (Ribo-seq) ujawnito nieoczekiwane interakcje pomigdzy IncRNA
i rybosomami, co sugeruje, ze IncRNA moga ulega¢ translacji®®. Chociaz asocjacja IncRNA z rybosomami
niekoniecznie oznacza translacje w celu produkcji funkcjonalnego produktu biatkowego, opisano kilka
przypadkow IncRNA faktycznie wytwarzajacych polipeptydy>®®’. Pomimo wysitkéw podjetych w celu
zrozumienia funkcji tej klasy IncRNA, ich rola w komoérce wcigz pozostaje nieznana, szczeg6lnie w Swietle
ostatniego odkrycia wskazujacego na réznice w sktadzie trinukleotydéw dla kanonicznych (mRNA)
i niekanonicznych (InNcRNA) ramek odczytu®,
Srodowisko naukowcéw badajacych IncRNA jest zgodne co do tego, ze niektére z tych czasteczek sa
funkcjonalne, a inne nie, bedac jedynie produktem ubocznym maszynerii transkrypcyjnej'*. Jednakze nadal
nie osiagnieto konsensusu w kwestii rozmiaru frakcji INncCRNA, ktéra ma znaczenie biologiczne w
komdrce®. Najnowsze wielkoskalowe szacunki wskazuja na utamek 2-5% funkcjonalnych IncRNA dla
danego fenotypu®*®!. Bioragc pod uwage duza, szacunkwa liczbe IncRNA (Rysunek 3) w genomie
cztowieka, nawet najbardziej pesymistyczne zatozenie, w ktorym znakomita wigkszos$¢ z nich — 95% nie
ma funkcji biologicznej, pozostawia tysigce ludzkich loci IncRNA o potencjalnym znaczeniu biologicznym
lub medycznym. Stad tez lepsze zrozumienie funkcji INcRNA ma kluczowe i bezposrednie znaczenie

z punktu widzenia badan biomedycznych.

1.6. Katalogi INCRNA
W przeciwienstwie do genow kodujacych biatko, ktore zostaty zidentyfikowane i szczegdtowo
scharakteryzowane, procesy tworzenia katalogow IncRNA sa znacznie mniej zaawansowane. Istnieja trzy
glowne powody, dla ktorych identyfikacja i charakterystyka INCRNA jest trudna. Po pierwsze, InNCRNA
ulegaja wzglednie niskiej ekspresji, co utrudnia ich analize za pomoca standardowych eksperymentow
transkryptomicznych, w tym sekwencjonowania RNA i analizy ekspresji genow zaleznej od kap (ang. cap
analysis of gene expression, CAGE). Po drugie, zwigzek sekwencja-struktura-funkcja dla IncRNA jest
stabo poznany, co oznacza, ze nie mozna obecnie zastosowa¢ zadnych cech sekwencji, ani elementoéw
funkcjonalnych do identyfikacji nowych IncRNA. Wreszcie, IncRNA sg stabo zachowane podczas
ewolucji, co utrudnia identyfikacje ich ortologdéw lub paralogéw na podstawie podobienstwa sekwenciji.
W konsekwencji detekcja i genomiczna charakterystyka IncRNA prawie catkowicie opiera si¢ na

fizycznych dowodach transkryptomicznych.
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1.6.1. Katalogi IncRNA tworzone na podstawie rekonstrukcji transkryptomu

Sekwencjonowanie nowej generacji wraz z metodami obliczeniowymi znacznie przyspieszyto
identyfikacje IncRNA i pomogto znalez¢é dziesigtki tysiecy loci kodujacych IncRNA u ludzi i myszy?.
Jednakze wiekszo$¢ wspotczesnych katalogdw IncRNA zbudowano na podstawie danych uzyskiwanych za
pomoca sekwencjonowania o krotkich odczytach. Sekwencjonowanie drugiej generacji pozwala na gigboka
analiz¢ transkryptoméw dzieki setkom milionéw produkowanych odczytow i choé liczba ta jest
imponujgca, metody te jednak wcigz nie pozwalaja dotrze¢ do dolnych granic transkryptomu. Zatem
transkrypty o stabej ekspresji, m.in. IncRNA, nie sg dobrze reprezentowane podczas standardowych
eksperymentow sekwencjonowania RNA metoda krotkich odczytow. Co wigcej, takie odczyty sg znacznie
krotsze niz typowe IncRNA (czy tez mRNA) i musza by¢ polaczone razem w celu odtworzenia
transkryptow i ich struktur. Chociaz sekwencjonowanie drugiej generacji przy wsparciu metod
obliczeniowych, umozliwiajgcych sktadanie transkryptow pozwolito na identyfikacje transkryptow
zaréwno dla nowych, jak i znanych gendéw, podejscie to znacznie utrudnia detekcje izoform o peinej
dlugosci. Stad tez wiekszo$¢ transkryptow rekonstruowanych z krétkich odczytéw posiada niekompletne
5’oraz 3’ konce. Powodem tego zjawiska jest niejednolity rozktad zmapowanych odczytow w obrebie
transkryptu®. Metody sktadania transkryptow wzglednie poprawnie identyfikuja eksony, ale nie introny®,
Zasadniczo jako$¢ procesu rekonstrukceji transkryptow zalezy od wysokosci poziomu ekspresji danego genu
oraz jednorodnosci pokrycia transkryptu mapowanymi, krotkimi odczytami®, co rzadko kiedy jest

spetnione dla INCRNA.

1.6.2.Katalogi IncRNA weryfikowane manualnie
Problem niekompletnosci transkryptow jest znaczaco zredukowany w przypadku katalogow IncRNA
weryfikowanych recznie®. W ramach recznego procesu katalogowania, geny kodujace IncRNA oraz
modele ich transkryptow sg budowane przez ludzi w oparciu o niezrekonstruowane dowody na poziomie
genomu i transkryptomu wedtug zdefiniowanych protokotow. Precyzyjna kontrola tworzonych modeli
INcRNA skutkuje otrzymaniem katalogéw o bardzo wysokiej jako$ci dla ktorych zminimalizowane jest
ryzyko wystapienia artefaktow obecnych w katalogach budowanych automatycznie, np. pominigcia
koncowych eksonow. Jednakze jedng z gtdéwnych stabosci tego rodzaju katalogéw jest czas ich tworzenia,
ktory jest duzo dtuzszy w poréwnaniu do metod katalogowania opartych na rekonstrukcji transkryptow.
Reczne metody budowania transkryptéw wymagaja takze dtugoterminowego finansowania, co sprawia, ze
sg znacznie drozsze niz inne podej$cia tworzenia katalogow. Najpopularniejszym katalogiem dla genomow
cztowieka i myszy, tworzonym recznie jest GENCODE®?, w ktorym modele transkryptow sa dodatkowo

weryfikowane przy uzyciu roéznych metod eksperymentalnych®6,
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2. Cele badawcze
Moje badania koncentrujg si¢ na budowaniu wysokiej jakosci map genowych dla dtugich niekodujacych
RNA w genomach cztowieka i myszy, jako podstawy do zrozumienia ich fizjologicznych i patologicznych
rol w komorce. Gtowne cele moich badan obejmuja:

a. Przyspieszenie procesu katalogowania INncCRNA poprzez opracowanie ukierunkowanych,
wysokoprzepustowych metod opartych na technologii sekwencjonowania trzeciej generacji, tj. za
pomocg dhlugich odczytow. Potaczenie przepustowosci i doktadnosci (poprzez ograniczenie do
minimum konieczno$ci rekonstrukcji transkryptow) w celu uzyskania katalogu INcRNA o wysokiej
jakosci przy jednoczesnej redukcji ludzkiej interwencji w ten proces.

b. Poprawa jako$ci opisanych juz modeli transkryptéw w katalogu referencyjnym GENCODE oraz
identyfikacja brakujacych transkryptow w celu utworzenia petnego katalogu genéw IncRNA dla
genomow myszy i1 czlowieka.

c. Weryfikacja genomowych cech IncRNA z uzyciem ulepszonych katalogdw, w tym analiza
regiondw promotorowych, struktur genow i transkryptéw oraz analiza potencjatu kodujacego
biatko.

d. Ocena i systematyczna analiza poréwnawcza istniejacych obecnie katalogow IncRNA, w tym

ulepszonego katalogu GENCODE, ktory jest efektem projektu CLS (Capture Long Sequencing).

3. Analiza ukrytego transkryptomu za pomocg ukierunkowanych metod sekwencjonowania RNA

Moje badania w znacznym stopniu przyczynity si¢ do powstania dwoch bardzo czutych metod identyfikacji
i katalogowania INcRNA (1) RACE-seq (publikacja H1%) oraz (2) CLS - RNA Capture Long Sequencing
(publikacja H2%%). Obie metody polegaja na potaczeniu procesu wzbogacania wybranych regionow
z sekwencjonowaniem metoda odczytéw o $redniej dhugosci (RACE-seq) oraz dtugich odczytow (CLS).
Wybrane metody sekwencjonowania, tj. Roche GS-FLX 454+ dla RACE-seq oraz PacBio RS Il dla CLS
byly wowczas najnowoczesniejszymi technologiami, oferujacymi mozliwie najdluzsze odczyty dla
sekwencjonowania RNA. Projekt RACE-seq stanowi pierwsza probe zastosowania celowanego
sekwencjonowania RNA w procesie katalogowania IncRNA i obejmuje analizg jedynie probek ludzkich.
Po udanej implementacji tej metody do identyfikacji INCRNA, zdecydowalismy si¢ na analize IncRNA

w genomie cztowieka oraz myszy w ramach projektu CLS.

3.1. RACE-seq (publikacja H1)
Reakcja tancuchowa polimerazy z odwrotng transkrypcja (ang. reverse-transcription polymerase chain
reaction, RT-PCR) oraz szybka amplifikacja koncow ¢cDNA (ang. rapid amplification of cDNA ends,

RACE) to dwie dobrze znane metody biologii molekularnej oparte na amplifikacji transkryptow za pomocg
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PCR przy uzyciu starterow oligonukleotydowych o specyficznej sekwencji (Rysunek 4). Metoda RT-PCR
polega na zastosowaniu dwoch zbieznych starterow, specyficznych dla danego transkryptu. Powstale
produkty RT-PCR sa sekwencjami, ktore znajduja si¢ pomiedzy dwoma oskrzydlajacymi starterami.
Natomiast RACE polega na zastosowaniu kombinacji starterow uniwersalnych oraz specyficznych dla
danego transkryptu. Podczas, gdy starter specyficzny dla danego transkryptu jest komplementarny do
wybranego miejsca w obrgbie jego sekwencji, uniwersalny starter znajduje si¢ na przeciwlegtym koncu
transkryptu. RACE jest metoda, ktora pozwala na doktadng analize koncow transkryptow, poniewaz moze
by¢ wykonywana zar6wno w kierunku 5°, jak i 3’. Ponadto zastosowanie dodatkowego, zagniezdzajacego

startera pozwala zwigkszy¢ specyficznosé reakcji RACE®,

RT-PCR RACE
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Rysunek 4.Schematyczne przedstawienie technik RT-PCR i RACE. Regiony amplifikowane przez kazdy starter
(lub pare starterow - fioletowe strzatki) zostaly zaznaczone szarym kolorem.

Pomyst na potaczenie RACE z wysokoprzepustowym sekwencjonowaniem zostal wprowadzony przez
Olivariousa i wsp.®®. Cho¢ autorzy okreslali to polaczenie glebokim-RACE, metoda ta w praktyce zostata
zastosowana jedynie dla kilku gendéw kodujacych biatka, a uzyskane produkty RACE zostaly
zsekwencjonowane za pomoca technologii krotkich odczytow.

Nasza praca po raz pierwszy potaczyta metod¢ RACE z sekwencjonowaniem o odczytach $redniej dtugosci
oraz nadata jej wysokoprzepustowy charakter, dzigki analizie 398 ludzkich IncRNA z katalogu GENCODE
w obu kierunkach, tj. 5’ oraz 3’ z uzyciem siedmiu wybranych, ludzkich tkanek. Mieszanina cDNA z reakcji
RACE dla kazdej z tkanek poddana zostata sekwencjonowaniu z uzyciem platformy 454 ($rednia dtugos¢
odczytu ~600 nukleotydéw). Pierwsza partia sekwencji RACE uzyskana zostala przy uzyciu
standardowych, niezagniezdzonych starterow. Nastgpnie uzywajac produktéw standardowej wersji RACE,

przeprowadziliSmy zagniezdzong reakcj¢ RACE, aby poprawi¢ specyficzno$¢ oraz czutos¢ detekcji
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wzbogaconych sekwencji. Podejscie to takze miato innowacyjny charakter, poniewaz poprzez
zastosowanie zagniezdzonych starteréw, po raz pierwszy byliSmy w stanie oceni¢ wydajnos¢ oraz jakos¢
zagniezdzonych reakcji RACE. Zastosowanie zagniezdzonych starterow skutkowato 9,5-krotnym
wzrostem detekcji wybranych sekwencji, w poréwnaniu ze standardowg reakcjag RACE.
Metoda RACE-seq pozwolila na detekcje 2,556 nowych transkryptoéw w obrebie wzbogacanych regionow.
Ogotem wydtuzenie modeli transkryptoéw odnotowano dla odpowiednio 752 (670 + 82) i 848 (766 + 82)
produktéw reakcji RACE w kierunku 5° oraz 3’ (Rysunek 5A). Osiemdziesigt dwa nowe transkrypty
wydluzyly swoje macierzyste locus zardbwno w kierunku 5° jak i 3. Z 398 analizowanych genéw IncRNA,
238 (60%) wydhuzyto swoje granice w kierunku 5°, podczas gdy 131 (30%) genow zostato wydhuzonych
w obu kierunkach (Rysunek 5A).
Nastepnie podzielilismy zestaw docelowych IncRNA na kategorie z koficami 5’ zwalidowanymi (N = 180)
i niezwalidowanymi (N = 218) przez CAGE (zgodnie z projektem FANTOM) (Rysunek 5B).
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Rysunek 5. Wydluzanie locus i nowe granice transkryptu.(4) Diagramy Venna przedstawiajqce proporcje loci
(lewy panel) i transkryptéw (prawy panel) wydiuzonych w kierunku 5° i/lub 3°. (B) Nowe granice dla loci
zweryfikowanych (dolny wykres) i niezweryfikowanych przez CAGE (gérny wykres). Schematyczne przedstawienie
docelowego (wzbogacanego) locus znajduje si¢ ponizej wykresow. Zakres skali wykresow pudetkowych zostal
zmniejszony (-10 000, 10 000 nukleotydow) dla celow przejrzystosci.
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Nasze wyniki sugeruja, ze dla gendéw zwalidowanych przez CAGE prawdopodobienstwo wydtuzenia
sekwencji za pomoca RACE jest mniejsze, co potwierdza niezawodno$¢ CAGE jako ztotego standardu w
przewidywaniu miejsc startu transkrypcji (ang. transcription start sites, TSS). Co ciekawe, szanse
weryfikacji przez CAGE nowych TSS, odkrytych w loci z 5 koficami potwierdzonymi przez CAGE, byly
znacznie wieksze, niz w przypadku loci niezweryfikowanych (74% w poréwnaniu z 56%). Ogolnie rzecz
biorgc, podejscie RACE-seq pozwolito na odkrycie wielu niezidentyfikowanych wczeéniej elementow, w
tym 615 nowych TSS z czego 252 (41%) zweryfikowanych zostato przez dane CAGE. Co wigcej, mediana
dtugosci dojrzatych transkryptow po RACE-seq wzrosta (nieznacznie) z 623 do 604 nukleotyddw.
Podsumowujac, wyniki uzyskane za pomoca RACE-seq prowadza do dwoch gtownych wnioskow: (1)
pomimo znacznych wysitkéw czynionych w celu ich doktadnej identyfikacji i analizy, modele zebrane w
katalogu GENCODE v7 sa niekompletne i nie w petni odzwierciedlaja IncRNA kodowane przez genom
cztowieka oraz (2) RACE-seq pozwala usprawnic¢ detekcj¢ koncow transkryptow. Jednakze pomimo swoje;j
przydatnosci RACE-seq ma pewne powazne ograniczenia. Jednym z gléwnych problemoéw jest
identyfikacja transkryptow o pelnej dtugosci za pomoca RACE-seq. Srednia dtugo$é dojrzatego transkryptu
w genomie cztowieka wynosi 2,500 nukleotydéw (Rysunek 6), podczas gdy srednia dtugo$é odczytu
uzyskiwana z uzyciem platformy 454 to 600 nukleotydow. W zwiazku z tym zaréwno wartosci dtugosci,
jak i kompletnosci transkryptow w przypadku RACE-seq moga by¢ niedoszacowane. Ograniczenie to moze
by¢ tatwo przezwyciezone poprzez zastosowanie w RACE-seq jednej z aktualnie dostgpnych metod

sekwencjonowania o dlugich odczytach, takich jak PacBio lub Oxford Nanopore Technologies (ONT).
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Rysunek 6. Rozklad dlugosci transkryptow w genomach czlowieka i myszy. Histogram diugosci transkryptu w
genomie cztowieka (zielononiebieski) i myszy (rézowy). Os X: diugosé dojrzatego RNA (z wylgczeniem intronow) w
nukleotydach (nts). Odpowiednie Srednie diugosci (czlowiek: 2,213 nts, mysz: 2,298 nts) sq przedstawione w postaci
pionowych linii dla kazdego gatunku przy uzyciu tego samego schematu koloréw. Zakres skali osi X zostal
zredukowany do 10,000 nts dla celéw przejrzystosci.
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Kazda z tych metod generuje znacznie dtuzsze odczyty (do 50,000 i 200,000 nukleotydéw odpowiednio
dla PacBio i ONT), niz metoda 454. Kolejnym ograniczeniem reakcji RACE jest problem wykrywania
sekwencji docelowej. Geny wybrane w ramach projektu RACE-seq ulegaja relatywnie wysokiej ekspresji
z mediang RPKM (ang. Reads Per Kilobase of exon per Million mapped reads) na poziomie 8,3. Podczas
gdy Derrien i wsp. wykazali, iz ekspresja dla catej populacji IncRNA znajduje sie na poziomie <I RPKM?*,
W zwiagzku z tym pojawia si¢ spore ryzyko, iz reakcja RACE nie bedzie w stanie skutecznie wzbogaci¢
transkryptéw o bardzo niskiej ekspresji. Ponadto RACE obejmuje szereg pracochtonnych krokéw, co w
znacznym stopniu utrudnia zastosowanie tej metody do analizy wickszego zestawu transkryptow. Ze

wzgledu na te ograniczenia, wybrali§my zastosowanie metody CLS w naszych kolejnych eksperymentach.

3.2. CLS —wysokoprzepustowa metoda do identyfikacji IncRNA o pelnej dlugosci (H2)
Podejscie CLS zostato zaprojektowane w celu przezwyci¢zenia wspomnianych ograniczen RACE-seq. Jest
to rowniez pierwsze podejscie faczace z powodzeniem proces wzbogacania wybranych sekwencji RNA z
sekwencjonowaniem metodg dtugich odczytow — PacBio (Rysunek 7). CLS zaprojektowane zostato w celu
ulepszenia istniejacych modeli genow i identyfikacji nowych loci w regionach, ktore potencjalnie moga
zawiera¢ IncRNA. W ramach CLS wybrali$my niekodujace regiony w ludzkim (9,060) oraz mysim (6,615)
genomie, ktére lacznie stanowia odpowiednio 15,5 oraz 8.3 megazasad. Oligonukleotydowe sondy do
wzbogacenia zostaly zaprojektowanie z uwzglednieniem zestawu ludzkich (5,953) oraz mysich (1,920)
lincRNA (ang. long intergenic noncodig RNA — dilugie mi¢dzygenowe niekodujagce RNA, ktore nie
pokrywaja si¢ z zadnym znanym genem kodujacym biatko) zlokalizowanych w odleglosci co najmnie;j
5,000 nukleotydéw od najblizszego genu kodujacego biatko. Liczby te stanowia odpowiednio 41% oraz
36% wszystkich lincRNA w katalogu GENCODE dla cztowieka i myszy. Pozostate sondy byly
komplementarne do niekodujacych regionéw genomowych obejmujacych m.in. ultra zachowane elementy
(ang. ultra conserved elements, UCE), wzmacniacze transkrypcji oraz genéw przewidywanych de novo,
gdzie przewidywalismy znalez¢ nowe IncRNA. Na etapie projektowania sond uwzgledniliémy takze szereg
elementéw kontrolnych w tym syntetyczne kontrole RNA (ERCC spike-ins), dopasowane poziomem
ekspresji do analizowanych IncRNA™,

Aby zapewni¢ maksymalng roznorodno$¢ IncRNA, wybraliSmy panel dopasowanych, zlozonych
transkrypcyjnie i istotnych biomedycznie narzadéw pochodzacych od ludzi i myszy, a takze dwie szeroko
badane ludzkie linie komoérkowe (HeLa i K562) oraz dwa mysie embrionalne punkty czasowe (embrionalny
dzien 7 [E7] i 15 [E15]). Biblioteki do sekwencjonowania zostaly wzbogacone w wybrane regiony za
pomoca sond oligonukleotydowych z puli cDNA. Majac §wiadomos¢, ze platforma PacBio, podobnie jak

inne techniki eksperymentalne, faworyzuje krotsze fragmenty, podzielili$my wzbogacone biblioteki na trzy
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frakcje wzgledem dhugosci fragmentéw (1-1,5 kb, 1,5-2,5 kb i> 2,5 kb). Nastepnie kazda z tych frakcji
poddana zostata sekwencjonowaniu za pomoca platformy Pacific Biosciences RS II, uzyskujgc w sumie
~1 mIn odczytéw ROI (ang. reads of insert) dla kazdego gatunku. Zastosowanie sond oligonukleotydowych
pozwolito na znaczne wzbogacenie wybranych sekwencji, tj.19- oraz 11-krotne odpowiednio dla cztowieka
i myszy w poréwnaniu ze standardowym, niewzbogaconym sekwencjonowaniem.
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Rysunek 7. Metoda CLS. Schemat pokazujgcy proces automatycznego budowania modeli transkryptow o wysokiej
Jjakosci. Podejscie CLS moze by¢ stosowane zaréwno do ulepszenia istniejgcych modeli (Zétto-zielony), jak i do
detekcji nowych (zielony). Sondy oligonukleotydowe sg zaprojektowane tak, aby pokrywaé w sposob dachowkowy
(ang. tiled) wybrane regiony w genomie. Kolejno nastgpuje wzbogacenie bibliotek z uzyciem zaprojektowanych sond,
azwzbogaconych probek przygotowuje sie biblioteki do sekwencjonowania metodq krotkich i ditugich odczytow. Dane
uzyskiwane z uzyciem metod sekwencjonowania o dfugich odczytach sqg wykorzystane do zbudowania modeli
transkryptow, natomiast dane uzyskane za pomocg krétkich odczytow stuzg do walidacji utworzonych modeli
transkryptow poprzez weryfikacje polgczer pomiedzy eksonami. Kompletnosé kazdego transkryptu jest oceniana na
podstawie bliskosci klastrow CAGE (rézowy) i miejsc terminacji transkrypcji za pomocg sekwencji poly4 w diugich
odczytach, ktére nie sq kodowane przez genom (czerwony). Prostokqty z jasniejszym cieniowaniem i przerywanymi
konturami oznaczajq nowe eksony.

Dzigki zastosowaniu CLS, zidentyfikowalismy 179,993/129,556 (ludzkich/mysich) modeli unikalnych
transkryptow dla wszystkich biologicznych typéw (biotypéw) transkryptow. Z 65,736/44,673 modeli o
petnej dtugosci uzyskano 11,429/4,350 struktur dla genéw IncRNA z ktorych 8,494/3,168 (74% [ 73%)
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byly nowe. Co wigcej, CLS pozwolito na detekcje nowych transkryptow w przestrzeni miedzygenowej, w
tym 18,751/20,469 transkryptow w regionach poza eksonami, 637/364 w obrebie wzmacniaczy transkrypcji
oraz 433 nowych transkryptow w genomie myszy, ktore pochodzity z predykcji de novo. Co cickawe, duza
liczba (8,616/3,075) wykrytych transkryptow taczyla ze sobg geny réznych biotypow, w tym takze geny
kodujace biatka. Wreszcie, CLS pozwolito na poprawe jakosci istniejacych modeli lincRNA oraz na
detekcje z duza dozg doktadnosci nowych lincRNA w genomach cztowieka i myszy. Liczba ludzkich
IncRNA dla ktorych zidentyfikowano nowe, zweryfikowane miejsca startu (TSS) oraz miejsca terminacji
transkrypcji (ang. transcription termination sites, TTS) wzrosta odpowiednio z 1,650 do 2,607 (z 530 do
703 u myszy) oraz z 4,451 do 9,241 (z 1,036 do 1,616 u myszy).
Aby zrozumie¢, w jakim stopniu mozliwe jest zminimalizowanie ludzkiej interwencji w procesie
katalogowania genéw, po publikacji artykutu, zesp6t GENCODE odpowiedzialny za reczng weryfikacje
katalogu (Jose Manuel Gonzalez, Jonathan Mudge i Adam Frankish) ocenit jako$¢ losowo wybranego
zestawu 240 modeli transkryptéw uzyskanych za pomocg CLS o réznych poziomach ufnosci (introny
zweryfikowane za pomocg krotkich odczytow, kanoniczne introny, kompletne 5° oraz 3’ konce). W
rezultacie > 96% modeli transkryptéw zweryfikowanych przez co najmniej jeden z wymienionych wyzej
parametrow zostato pomyslnie zatwierdzonych, podczas gdy dla niezweryfikowanych modeli transkryptow
poziom walidacji wynosit 62%. Pomimo matej wielkosci badanego zestawu, otrzymane wyniki wskazuja,
ze metoda CLS wraz z proponowanym scenariuszem analizy danych pozwala na otrzymanie wysokiej
jakosci modeli transkryptow i genéw w duzej skali. Wynikiem projektu CLS jest testowy zestaw
GENCODE-+, ktory powstal poprzez automatyczne potaczenie zestawow IncRNA z GENCODE (v20) i

CLS odpowiednio dla cztowieka i myszy.

3.3. Narzedzie do identyfikacji transkryptow w duzej skali (publikacja H2)

Aby ograniczy¢ udziat cztowieka w procesie katalogowania, opracowalismy w peini zautomatyzowane,
wysokoprzepustowe narzedzie do tworzenia katalogow gendéw (Rysunek 8). To bioinformatyczne podejécie
obejmuje wszystkie etapy analizy danych, w tym mapowanie odczytow, budowanie modeli transkryptow,
ocen¢ jakoSci oraz etap filtracji, ktory pozwala utworzy¢ katalog o jakosci zblizonej do tych
weryfikowanych rgcznie (Rysunek 8). Nastepnie, kompletnos¢ 5° 1 3° koncow transkryptow jest oceniana
odpowiednio za pomocg danych FANTOM CAGE" oraz DHS", jak réwniez przy pomocy detekcji TTS
w ramach bezposredniej identyfikacji ogonow polyA w sekwencji odczytow PacBio oraz poprzez oceng

bliskosci potozenia sygnatéw poliadenylacji”. Wreszcie, kazdy transkrypt jest klasyfikowany zgodnie z
jego statusem (znany, nowy), biotypem (kodujacy, niekodujacy) oraz poziomem kompletnosci (kompletny,

kompletny 5’ albo 3’ koniec, niekompletny).
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Rysunek 8. Przetwarzanie odczytow wedlug protokotu CLS. Odczyty z wzbogaconych bibliotek cDNA, w tym ROI
— diugie 0dczyty PacBio (niebieski) i krotkie Illumina HiSeq (Z6fto-zielony) sq mapowane do genomu. Kazdy odczyt
PacBio przechodzi nastepnie szereg etapow filtracji w celu zminimalizowania artefaktow wynikajgcych z syntezy
cDNA lub niskiej jakosci sekwencjonowania. Odczyty PacBio zawierajqce co najmniej dwa eksony z watpliwymi
intronami, zawierajgcymi bezposrednie, krétkie powtorzenia sq eliminowane ze wzgledu na ryzyko wystgpowania
artefaktow wynikajgcych z przelgczania matrycy RT podczas syntezy ¢cDNA. Co wigcej, odczyty PacBio o wielu
eksonach muszq zawieraé tylko kanoniczne introny, podczas gdy weryfikacja indywidualnych potgczen pomiedzy
eksonami w odczytach PacBio za pomocq krétkich odczytow HiSeq jest opcjonalna. Natomiast odczyty zawierajqce
pojedyncze eksony muszq zosta¢ poliadenylowane, aby zminimalizowaé ryzyko wystgpienia zanieczysiczen
genomowym DNA. Odczyty, ktore przejdg walidacje sq nastgpnie {gczone w unikalny zestaw modeli transkryptow
(zielony).

Kluczowym i oryginalnym podejSciem na poziomie analizy danych jest ,kontrolowane taczenie”
— innowacyjna strategia budowania modeli transkryptow, ktdra zachowuje wewnetrzne miejsca startu
transkrypcji (TSS) i miejsca poliadenylacji®® (Rysunek 9A). Strategia , kontrolowanego taczenia” pozwala
na uzyskanie wickszej liczby modeli transkryptow w pordéwnaniu ze standardowymi metodami taczenia
odczytéw (kontrolowane taczenie: 179,993/129,556 w poréwnaniu z 117,258/87,932 dla standardowego
taczenia, uzyskanych w wyniku scalenia 771,585/604,199 odczytow ROI we wszystkich biotypach
i probkach CLS). Jedna z niedawno opublikowanych prac naukowych podkreslita uzytecznos¢ tego
podejscia. Hirabayashi i wsp. wykryli istnienie dwoch alternatywnych promotoréw: glownego
i podrzednego w ludzkim genie ZNHIT1, stosujac podejscie NET-CAGE (Native Elongating Transcript-
CAGE)™ (Rysunek 9B). Glowny i podrzedny promotor znajduja sie w odleglosci ~500 nukleotydow od
siebie. Wedtug danych NET-CAGE transkrypty wytwarzane przez podrzgdny promotor ulegajg degradacji
znacznie szybciej, niz te uzyskane w ramach gtéwnego promotora. W celu weryfikacji tego odkrycia,
tj. wykrycia dwoch roznych form transkryptu, ktore r6znig si¢ jedynie dtugoscia regiondow nieulegajacych
translacji na 5’ koncu (5'UTR), Hirabayashi i wsp. uzyli modeli transkryptow o pelnej dlugosci, jakie

zidentyfikowane zostaly za pomocg CLS w linii komoérkowej HeLa. Jak pokazano na Rysunku 9B,
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wykrycie transkryptow wytwarzanych przez podrzedny promotor nie byloby mozliwe przy zastosowaniu

jedynie standardowej metody taczenia transkryptow.
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Rysunek 9. Budowa transkryptéw metoda CLS. (4) W konwencjonalnej (, standardowej”) metodzie tworzenia
transkryptow, wewnetrzne miejsca startu transkrypcji i miejsca poliadenylacji, ktorych lokalizacja pokrywa sie z
sekwencjg innego eksonu sq tracone. ,,Kontrolowane lqczenie” zachowuje takie miejsca. (B) Kontrolowane i
standardowe lgczenie odczytow w ludzkim genie kodujqgcym biatko ZNHITI. Uzywajgc NET-CAGE w komorkach
Hela, Hirabayashi i wsp.” zidentyfikowali dwa odrebne promotory (przedstawione jako pionowe linie) w tym genie:
,glowny” (zielony) i ,,podrzedny” (pomarariczowy), produkujgce odpowiednio krotkie i diugie transkrypty. Katalog
GENCODE V29 zawiera jedynie diugg forme transkryptu (gorna Sciezka, niebieski kolor), gdyz do budowy
transkryptow wykorzystywane jest standardowe, bardziej ,, zachfanne ” podejscie. Metoda CLS pozwala na uzyskanie
transkryptow o pelnej dlugosci w tym (niewzbogaconym) regionie w komorkach HeLa (dwie dolne, czarne Sciezki).
Standardowa procedura lqczenia skutkuje utratq krétkiej formy transkryptu na skutek wlgczenia jej w poczet tej
dluzszej (Sciezka CLS, ,, Standardowe {gczenie”). Natomiast zestaw transkryptow uzyskanych w ramach
., kontrolowanego lgczenia” pozwala na zachowanie zarowno krotkich, jak i diugich transkryptow (Sciezka CLS,
., Kontrolowane lqczenie”).

3.4. Dokladna rekonstrukcja transkryptéw (publikacja H2)
Jak wspomniano wczesniej, problem rekonstrukcji transkryptéw in silico z krétkich odczytow
uzyskiwanych w ramach sekwencjonowania RNA utrudnia zastosowanie tej techniki do budowania
katalogobw gendw. Aby oceni¢ przewage dtugich odczytow nad krotkimi w tym procesie, porownalismy
modele transkryptow CLS z modelami, ktore zostaly zrekonstruowane z danych Illumina HiSeq (krotkie
odczyty), takze otrzymanych z wzbogaconych bibliotek cDNA. Do rekonstrukcji transkryptéw uzylismy
StringTie™- oprogramowania, ktore pozwala na uzyskanie z danych sekwencjonowania RNA o krotkich
odczytach, modeli transkryptéw 0 najwyzszej jako$ci i powszechnie uznawane jest za referencje w tej
dziedzinie™. Wyniki wskazuja na wyrazna przewage modeli transkryptow CLS w poréwnaniu do modeli
StringTie. Tylko 116 (~0,8%) modeli StringTie zostato sklasyfikowanych jako transkrypty o pelnej
dhugosci, podczas gdy liczba ta wynosita 4,763 (~20%) dla modeli transkryptow CLS. Otrzymane rezultaty
pokazuja, ze StringTie ma tendencje do nadmiernego wydluzania modeli transkryptéw poza rzeczywiste
granice ich 5’ oraz 3’ koncoéw. Nasza analiza po raz pierwszy zostala wykonana w sposob ilosciowy

i wykazata wyrazng przewage dtugich odczytéw nad krotkimi w kontekscie tworzenia katalogéw IncRNA.
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3.5. Nowa definicja genomowych cech IncRNA (publikacja H2)
Rzetelna charakterystyka genomowych i transkryptomicznych wilasciwosci IncRNA ma kluczowe
znaczenie dla zrozumienia ich fizjologicznych i patologicznych r6l w komorce. Projekt CLS umozliwit
weryfikacje genomicznych cech IncRNA, ktore zostaly opisane przez weczesniejsze doniesienia

naukowe?"’

, poprzez dostarczenie katalogu transkryptow o petnej dtugosci. W ten sposéb CLS przyczynit
sie do aktualizacji pogladu na temat procesu regulacji transkrypcji i obrobki post-transkrypcyjnej INCRNA.
Analiza modeli transkryptéw CLS o petnej dlugosci wykazata, ze dojrzate IncRNA sg dtuzsze (mediana
wynoszaca 1,108/1,067 nukleotyddw), niz jak wskazano wczesniej (mediana wynoszaca 668/715
nukleotyddw). Chociaz sformutowanie definitywnych stwierdzen dotyczacych wzglednych dlugosci
mRNA i IncRNA nie bylo mozliwe ze wzgledéw technicznych (ograniczona dlugo$¢ odczytéw PacBio
oraz podziatl bibliotek cDNA na frakcje wzgledem dlugosci), nie znaleziono dowodoéw wskazujacych na to,
ze IncRNA sg znacznie krotsze od mRNA?, Problem analizy dhugosci transkryptow obecnie moze zostaé
tatwo rozwigzany poprzez zastosowanie nowszego sekwenatora PacBio Sequel II, ktéry zapewnia lepsza
doktadnos¢ oraz znacznie wicksza przepustowos¢ sekwencjonowania, minimalizujgc przy tym konieczno$¢
podziatu bibliotek cDNA wzglgdem rozmiaru fragmentow.

Projekt CLS umozliwit takze weryfikacje¢ doniesienia pokazujacego, iz wigkszo$¢ transkryptow IncRNA
sktada sie jedynie z dwoch eksondw?®. Wyniki naszych badan nie potwierdzily tego zjawiska, jednoczesnie
wskazujac, iz rezultat ten moze by¢ artefaktem wynikajacym z niekompletnosci modeli IncRNA w
katalogach. Wedtug naszych badan, $rednia liczba eksonow dla IncRNA o petnej dlugosci wynosita
4,27/3,54 w poréwnaniu z 6,69/6.98 dla mRNA.

Jednym z podstawowych pytan jest to, czy poprawa jakosci modeli transkryptow IncRNA ujawni wezesniej
niezidentyfikowane otwarte ramki odczytu (ORF). Zaadresowali$my ten problem poprzez zastosowanie
podejécia in silico do badania potencjatu kodowania biatka w transkryptach CLS o pelnej dtugosci. Do tego
celu wybrali$my dwa najbardziej popularne narzedzia: CPAT™® (Coding Potential Assessment Tool), ktory
oparty jest na modelu logistycznej regresji bez koniecznosci przyrownywania sekwencji oraz PhyloCSF™
— podejscie oparte na genomice porownawczej. Obie metody wskazaty, ze jedynie niewielka frakcja
INCRNA w zestawie CLS moze kodowac biatka. Jednoczes$nie nalezy zaznaczy¢, iz zadna z tych metod nie
jest wystarczajaco czuta, aby wykry¢ obecno$¢ niekanonicznych ramek odczytu, ktére czasami
identyfikowane sa w sekwencji roznych IncRNA®. Aby jednoznacznie wyjasni¢ problem potencjatu
kodujacego biatko w IncRNA, konieczne jest przeprowadzenie duzo bardziej szczegdtowej analizy.
Przyktadowo, niedawno opublikowane wyniki ujawnily r0znice w sktadnie trojnukleotydowym dla
kanonicznych i niekanonicznych ramek odczytu, znajdujacych si¢ odpowiednio w mRNA i InNcRNA%,
Ogolnie rzecz biorac, wyniki przeprowadzonej przez nas analizy zachowawczosci ewolucyjnej sa zgodne

z wczesniejszymi doniesieniami 1 potwierdzaja niska zachowawczo$¢ eksonow IncRNA. Jednakze
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jednoczes$nie otrzymane przez nas rezultaty jednoznacznie wskazuja, iz sekwencje w obrebie startu
transkrypcji sa zachowane ewolucyjnie. Efekt ten jest widoczny nawet po wytaczeniu z analizy danych dla
promotoréw dwukierunkowych, ktore sg wspétdzielone z genami kodujagcymi biatko. Wyniki te moga
wskazywac¢ na cis-regulacyjna role tych IncRNA w drodze samego ,,aktu transkrypcji™®.
Ulepszona definicja 5° koncow w modelach transkryptéw CLS pozwolita nam takze poréwnac regiony
promotorowe IncRNA i mRNA. W przeciwienstwie do publikowanych wcze$niej wynikow, ktore

281 7aobserwowali$my seri¢ podobnych i rozbieznych cech promotoréw

wskazywaty na wyraznie roznice
IncRNA i mRNA. Analiza ta zostata wykonana przy uzyciu zestawu IncRNA i mRNA, dopasowanych pod
wzglgdem ekspresji oraz danych ChIP-Seq z ENCODE dla linii komorkowych HelLa oraz K562. Co
ciekawe, aktywujace modyfikacje histonéw w regionie promotorowym, takie jak H3K4me3 (trimetylacja
histonu 3 w lizynie 4) i H3K9ac (acetylacja histonu 3 w lizynie 9) byly prawie identyczne dla petnej
dtugosci IncRNA i mRNA. Wynik ten pokazuje, ze IncRNA nie maja unikalnej architektury regionéw
promotorowych, a obserwowane wcze$niej roznice moga wynika¢ z réznic w poziomach ekspresji
pomiedzy mRNA i IncRNA lub niekompletno$ci modeli IncRNA w obrebie 5° koncow. Zatem poleganie
jedynie na danych zawartych w katalogach genéw moze skutkowaé niedokladng analizg regiondéw
promotorowych®®L,

Nasza analiza wskazata rowniez na obecnos$¢ cech odrézniajacych regiony promotorowe dla INCRNA oraz
mRNA. Po raz pierwszy wykazaliSmy, ze promotory IncRNA ogolnie wykazuja podwyzszony poziom
represyjnych znacznikdw chromatyny, w tym H3K9me3 (trimetylacja histonu 3 w lizynie 9) i H3K27me3
(trimetylacja histonu 3 w lizynie 27). Wydaje si¢ to by¢ konsekwencja zwickszonej rekrutacji IncRNA do
represyjnego kompleksu Polycomb 2 (PCR2), o czym $wiadczy jego katalityczna podjednostka Ezh2, ktéra
deponuje znaki H3K27me3%8, Bylismy rowniez w stanie rozrézni¢ promotory IncRNA na podstawie
podwyzszonego poziomu wigzania CTCF (czynnik wigzacy CCCTC) w komoérkach Hela, ktore jest
wielozadaniowym biatkiem wigzagcym DNA, zaangazowanym w regulacje transkrypcji, izolacje genow i

tr6jwymiarowa organizacje genomu®,

3.6. Analiza ograniczen CLS — usprawnienia w identyfikacji INcRNA (publikacja H2 and H3)
Podsumowujac, publikacja H2 poprzez potaczenie wzbogacania RNA z sekwencjonowaniem trzeciej
generacji PacBio, metoda dlugich odczytdw znaczaco utatwia proces tworzenia katalogéw genow. CLS
pozwala na tworzenie transkryptow o bardzo wysokiej jakosci przy znacznie nizszych kosztach
i w wysokoprzepustowej skali. Co wazne, metoda CLS nie jest ograniczona do stosowania wylacznie
platformy PacBio i moze by¢ potaczona z dowolnie dostgpna platforma do sekwencjonowania RNA.
Ponadto CLS moze znalez¢ zastosowanie do wzbogacenia dowolnie wybranych regionéw o niskiej

ekspresji, w tym takze regionow kodujacych biatko. Dachéwkowo utozone sondy pozwalaja na skuteczne
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wzbogacenie nawet bardzo duzych regionéw genomowych, w przeciwienstwie do wspomnianej wczesniej
metody RACE-seq. CLS posiada takze imponujacy potencjal zwigkszenia skali, ktory zostat dodatkowo
powigkszony przez aktualizacj¢ wersji zestawdw do wzbogacania bibliotek przez firm¢ Roche,
pozwalajacych obecnie na wzbogacenie do 100 megazasad sekwencji genomowej (w ukladzie
dachéwkowym).
Chociaz wykazano, ze podejécie CLS jest bardzo skuteczne, ma ono Kilka ograniczen, ktoére mogg zosta¢
zaadresowane na etapie przyszlych wdrozen tej metody. Przyktadowo, poziom kompletnych transkryptow
moze zosta¢ zwickszony przez zastosowanie technik wzbogacania 5’kapu, takich jak CAP Trapper®*®¢,
ktore zostaty opracowane przez instytut RIKEN. Pilotazowe eksperymenty dla GENCODE pokazuja, ze
metoda CapTrap (Silvia Carbonell Sala) pomaga przezwyciezy¢ problem nieckompletnosci koncéw
transkryptéw (dane nie zostaly ujawnione). Rozwoj technologii sekwencjonowania trzeciej generacji, ktory
obserwujemy na przestrzeni kilku ostatnich lat, ofiaruje zupetnie nowe mozliwosci, ktore nie byty dostepne
na etapie realizacji projektu CLS. Firma PacBio dokonata znacznych, imponujgcych ulepszen swoich
platform. Najnowsza platforma Sequel II oferuje znacznie dtuzsze odczyty, wicksza doktadnosé, ktora
poréwnywalna jest z doktadnoscia sekwencjonowania za pomocg platformy HiSeq oraz przepustowos$¢ na
poziomie > 4M odczytdw (~30,000 dla PacBio RS Il) w ramach pojedynczego eksperymentu przy znacznie
nizszym koszcie. Co wigcej, proponowana przepustowosc¢ eliminuje konieczno$¢ podziatu bibliotek cDNA
na frakcje wzgledem dtugosci. Jednoczesnie firma Oxford Nanopore Technologies (ONT) oferuje niedroga
i dostepng alternatywe dla sekwencjonowania PacBio. Chociaz odczyty uzyskiwane za pomocg ONT
charakteryzuja si¢ nizszym poziomem jako$ci, wyrazng zaletg tej platformy jest mozliwos$¢ bezposredniego
sekwencjonowania RNA, ktére pozwala na analiz¢ modyfikacji RNA przy zachowaniu wysokiej
przepustowo$ci. Wreszcie analiza frakcji niekodujacych RNA, ktore nie ulegaja poliadenylacji, moze
pomoc zidentyfikowaé wiele nowych sekwencji regulatorowych®”, w tym wzmacniaczy transkrypcji, ktore

byty stabo reprezentowane w projekcie CLS.

3.7. Jaki jest poziom kompletnosci katalogow IncRNA? (publikacja H3)
Podejscie CLS stanowi znaczacy krok w kierunku kompletnej mapy gené6w IncRNA w genomie cztowieka
1 myszy. W ramach tego projektu przeprowadziliSmy takze analize, aby zrozumie¢, jak daleko nam do
ukonczenia katalogow IncRNA. W tym celu stworzylismy krzywe nasycenia, ktore wskazuja, iz kazdy krok
w kierunku gtebszej analizy transkryptomu prowadzi do odkrycia wigkszej liczby transkryptow oraz
polaczen pomigdzy eksonami we wszystkich badanych tkankach. Co ciekawe, zaobserwowali$my ten sam
efekt dla zestawu transkryptow CLS o pelnej dlugosci, zarbwno w przypadku danych o krotkich, jak
i dlugich odczytach, uzyskanych ze wzbogaconych bibliotek. Brak nasycenia oznacza, ze wiele

autentycznych transkryptow wcigz pozostaje niezidentyfikowanych. Wynik ten zostat potwierdzony przez
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inne, niezalezne eksperymenty obejmujace geboka analize transkryptomow®8®, Stanowi to niezbity dowdd
na to, ze pomimo ogromnych wysitkow wlozonych w ich stworzenie, wspotczesne katalogi IncRNA wcigz
pozostaja niekompletne, z tysigcami niezidentyfikowanych genow, transkryptow oraz eksonow®.
W ostatnim czasie Deveson i wsp. zastosowali podejscie RNA CaptureSeq — wzbogacenie bibliotek cDNA
w sprzgzeniu z krotkimi (Illumina HiSeq) oraz dtugimi odczytami (PacBio RS II), aby w wysokiej
rozdzielczosci przeanalizowac proces transkrypcji w obrebie catego chromosomu 21 w genomie czlowieka,
w tym w regionach IncRNA oraz gendéw kodujacych biatko®®. Analiza wykazata zasadnicze roznice miedzy
genami niekodujgcymi i tymi kodujacymi biatka. W rezultacie Deveson i wsp. wprowadzili hipoteze
,uniwersalnego alternatywnego sktadania transkryptow”, wskazujacg na nieograniczone kombinacje
eksondw w strukturach transkryptow IncRNA, ale nie w genach kodujacych biatka, ktére wykazaty ustalona
liczbe kombinacji eksonow. Model ten wskazuje na istnienie ogromnego rezerwuaru réznych struktur w
transkryptach IncRNA. Chociaz biologiczne znaczenie uniwersalnego, alternatywnego skladania
transkryptow nie zostalo jeszcze w pelni ustalone, wyniki te wskazuja, iz na ukonczenie procesu
katalogowania IncRNA przyjdzie nam jeszcze bardzo dtugo poczekac.
Obecnie dostepnych jest szereg katalogoéw IncRNA, ktore r6znig si¢ od siebie wieloma aspektami, m.in.
sposobem ich tworzenia. Kazdy z tych katalogéw posiada wady i zalety, ktore nie sa od razu widoczne, ale
moga mie¢ znaczacy wplyw na jakos¢ koncowych wynikow. Jednym z gtéwnych celow moich badan byto
opracowanie metody umozliwiajgcej porownanie i ocen¢ istniejacych katalogéw IncRNA (oraz innych
genéw) w sposob policzalny. W ramach publikacji H3%® wprowadzone zostaly pojecia: kompletnosci
(utamek transkryptow o petnej dtugosci), kompleksowosci (catkowita liczba gendw) oraz poziomu
wyczerpania locus (liczba transkryptow w danym locus) w celu scharakteryzowania istniejacych katalogow
IncRNA. Korzystajac z tych wskaznikow, porownaliSmy rézne, publicznie dostgpne katalogi IncRNA, w
tym NONCODE®, MiTranscriptome®®, FANTOM CAT", RefSeq®, GENCODE® (v27),
BIGTranscriptome® and GENCODE+, ktory jest wynikiem potaczenia katalogéow CLS oraz GENCODE
(v20) w sposob automatyczny (Rysunek 10). Catkowita liczba genow oraz transkryptow INcRNA pozostaje
nieznana, dlatego tez nie mozna okre$li¢ docelowych wartosci dla kompleksowos$ci oraz wyczerpania locus.
Niemniej jednak mozliwe jest uzyskanie przyblizonych szacunkow ich wartosci dla kazdego katalogu w
celu ich poréwnania. Aby zapewnic rzetelng analize katalogdw, na nowo zdefiniowaliSmy granice modeli
genow za pomocg narzg¢dzia buildLoci, ktdre jest naszym autorskim oprogramowaniem (Julien Lagarde).
Najbardziej uderzajacym odkryciem jest brak korelacji migdzy kompleksowoscia, a kompletnoscia.
Katalogi z najwieksza liczbg gendw, takich jak NONCODE lub MiTranscriptome (62,276 i 45,088),
wykazaly wyjatkowo niski odsetek modeli transkrypcji o pelnej dtugosci (8,9% 1 4,4%). Jednoczes$nie
katalogi takie jak BIGTranscriptome lub GENCODE + z najwigkszg liczba kompletnych transkryptow
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(27,7% i 24%) uzyskaly niski wynik pod wzgledem kompleksowosci (12,632 i 13,434). Innymi stowy,
istnieje kompromis migdzy jakoscig, a rozmiarem katalogow IncRNA.
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Rysunek 10. Poréwnanie najpopularniejszych katalogdw INCRNA. Analiza wskaznikéw jakosci dla wybranych
katalogow IncRNA. Os X: Kompleksowos¢ lub catkowita liczba genow, Os Y: kompletnos¢ lub procent struktur
transkryptu, ktorych poczqtek zostat zweryfikowanych za pomocg danych CAGE (cap analysis of gene expression)
przygotowanych w ramach projektu FANTOM (Functional Annotation of the Mammalian genome). Koniec 5’ uznaje
sig za kompletny jesli znajduje si¢ w odleglosci + 50 nukleotyddéw od jednego z silnych klastréw CAGE uzyskanych w
ramach fazy 1/2 projektu (n = 201,802). Kompletnos¢ 3’ koricow wyznaczono na podstawie obecnosci kanonicznych
motywow poliadenylacji®* w przedziale 10-50 nukleotydéw powyzej tego miejsca. Srednice kot okreslajq Sredniq liczbe
transkryptow na gen. Katalog GENCODE+ powstatl poprzez automatyczne polqczenie katalogow GENCODE v20
oraz zestawu transkryptéw uzyskanych w ramach projektu CLS. Zestaw kodujgcy biatka to zestaw mRNA o wysokiej
Jjakosci struktur z katalogu GENCODE, ktory zostal wyselekcjonowany zgodnie z opisem przedstawionym w ramach
publikacji CLSS3,

Jesli chodzi o kompletno$¢, zaden z publicznie dostepnych katalogéw IncRNA nie zblizyt si¢ do poziomu
gendw kodujacych biatko GENCODE (53,8%). Podejscie CLS oraz najnowsze technologiczne ulepszenia
metod sekwencjonowania trzeciej generacji daja szanse¢ katalogowi GENCODE na osiggnigcie tego
poziomu w najblizszej przysztosci. Ocena roznic migdzy GENCODE, a GENCODE+, wskazuje, ze CLS
w znacznym stopniu poprawilo jakos$¢ transkryptow IncRNA w GENCODE, zwigkszajac kompletno$é

z 13,5% do 24% oraz poziom wyczerpania locus z 1,9 do 3,3 transkryptdéw na gen.
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Co ciekawe, porownywane katalogi znaczaco rdéznily si¢ od siebie sktadem gendéw. Nawet dwa
najpopularniejsze katalogi GENCODE i RefSeq zawieraja mniej niz 50% wspolnych genow IncRNA.
Doktadna analiza polaczen pomigdzy eksonami wykazala, iz niektore katalogi, np. NONCODE zawieraja
wysoki odsetek falszywie pozytywnych struktur.
Ta analiza nie tylko wskazuje mocne i stabe strony wspotczesnych katalogow, ale takze rodzi pytania o
potencjalne zrodta niekompletnosci katalogow. Identyfikacja IncRNA odbywa si¢ prawie wylgcznie na
podstawie fizycznych dowodow transkryptomicznych. Zatem kwestie techniczne zwigzane z ich
uzyskiwaniem moga wplywaé na proces identyfikacji i opisu IncRNA. Na przyktad, czasteczki cDNA
czgsto majg tendencje do skracania 5° koncéw z powodu degradacji RNA i mozliwosci odlgczenia
odwrotne]j transkryptazy przed osiggnigciem 5' konca matrycy RNA, czesto w wyniku obecnosci
drugorzedowych struktur RNA%. Jak wspomniano wcze$niej, problemy techniczne zwigzane z
rekonstrukcja transkryptow z danych uzyskiwanych za pomoca sekwencjonowania RNA metoda krétkich
odczytow, bardzo powaznie wptywaja na jako$¢ tworzonych modeli transkryptow.
Kwestia pozostatych aspektow wplywajacych na niekompletnos$¢ katalogéw jest znacznie bardziej
skomplikowana. Sledzenie zmian ekspresji genéw w ciggu zycia catego organizmu jest trudne, szczegdlnie
w kwestii wykrywania transkryptow o ekspresji tymczasowej. Ostatnie badania ujawnity eksplozywny
charakter transkrypcji u kilku organizméw, w tym ssakow®?’. Interakcja pomigdzy wytwarzaniem, a
degradacja RNA w komodrce moze skutkowaé pojawieniem si¢ tymczasowych, odizolowanych pikow
ekspresji dla poszczegdlnych gendw®, Ze wzgledu na fakt, iz eksperyment RNA pozwala uchwyci¢ sktad
populacji RNA w komorce, jedynie w danym momencie, niezbedne sg ulepszenia usprawniajace proces
detekcji RNA®®, Pojawienie si¢ metod sekwencjonowania na poziomie pojedynczej komérki (ang. single
cell RNA sequencing) daje nadziej¢ na usprawnienie analizy transkryptomu dla réznych typow komorek, w

réznych warunkach!®1%2

. Jednocze$nie lepsze zrozumienie funkcji IncRNA, w tym mechanizmow
zachowywania ich funkcji w ramach ewolucji, zdecydowanie usprawnitoby proces identyfikacji INCRNA

nie tylko dla genoméw cztowieka i myszy®.

4. WhnioskKi

Przedstawione wyniki pozwalaja na wyciagnigcie pigciu glownych wnioskow:

1. Potaczenie RACE z sekwencjonowaniem o sredniej dtugosci odczytéw (technologia 454) pozwolito na
identyfikacje¢ wielu nowych transkryptow. Jednakze tylko 50% zidentyfikowanych transkryptow
posiada kompletne struktury w danym locus, co wskazuje na potrzebe stosowania metod
sekwencjonowania o dtuzszych odczytach. Ponadto, nasz pilotazowy eksperyment pokazat, iz potencjat
skalowalno$ci metody RACE-seq jest ograniczony. Podobnie jak zdolnos¢ tej metody do wzbogacania

transkryptow o bardzo niskiej ekspresji.
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Whprowadzenie metody CLS pozwolito na znacznie usprawnienie identyfikacji transkryptow. CLS jest
metoda ukierunkowanego sekwencjonowania, w ramach ktorej po raz pierwszy polaczono ze soba
wzbogacanie bibliotek cDNA za pomocg sond oligonukleotydowych oraz sekwencjonowania o dtugich
odczytach. Technika CLS pozwala na uzyskanie modeli transkryptow dla IncRNA o wysokiej jakosci,
poréwnywalnej z modelami budowanymi r¢cznie, w duzej skali. Uzyskane przez nas wyniki pokazuja
wyrazng przewage (takze wyrazong ilosciowo) metody CLS nad podejsciem rekonstrukcji
transkryptéw z danych uzyskiwanych za pomoca sekwencjonowania o krdtkich odczytach.

Zastosowanie CLS oraz metody RACE-seq (w mniejszym stopniu) pozwolito na poprawe jakosci

katalogu GENCODE dla genoméw cztowieka i myszy. Podejscie CLS w szczegodlnosci umozliwito

identyfikacje wielu nowych struktur IncRNA 1 poprawe definicji granic ich transkryptéw. Dlatego tez
dzieki dobrze zdefiniowanemu zestawowi INCRNA ze strukturami transkryptéw o petnej dlugosci, po
raz pierwszy mozliwe byto przeprowadzenie petnej charakterystyki genomowych wiasciwosci IncRNA

w genomach ssakow.

Projekt CLS umozliwit weryfikacj¢ waznych, genomowych cech INCRNA:

a. Ulepszenie i rozszerzenie struktur IncRNA zawartych w katalogach genéw nie skutkowato
wzrostem potencjatu kodowania biatka. Stad tez mozna uzna¢, iz IncRNA faktycznie nie koduja
biatek.

b. Dojrzate transkrypty IncRNA sg znacznie dluzsze, niz opisano wczesniej, a ich dlugos¢ nie roézni
si¢ znaczaco od dlugosci transkryptow kodujgcych biatka.

C. Analiza $rodowiska chromatyny ujawnita, ze IncRNA i mRNA maja podobng architekturg
aktywnych promotorow. Jednakze promotory IncRNA sg bardziej wzbogacone w represyjne
modyfikacje, niz promotory mRNA.

Poréwnanie publicznie dostepnych katalogéw wykazato brak korelacji pomiedzy wielkoscia, a jakoscia

katalogow. Nieoczekiwanie, badane katalogi znacznie r6znia si¢ sktadem genow, nawet te o strukturach

weryfikowanych recznie (GENCODE, RefSeq). Obserwacje te wskazuja na ogromnag potrzebe
ulepszenia katalogdw poprzez zwigkszenie ich kompletnosci, a nastepnie poprawe ich
kompleksowosci, dzieki potaczeniu ze sobg roznych, dostepnych zasobow. Kluczowym aspektem jest

takze uzyskanie ujednoliconego zestawu INCRNA.
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