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3. OMOWIENIE OSIAGNIECIA

Omoéwione ponizej badania, sktadajace si¢ na moje osiggniecie naukowe, zatytutowane
,»Opracowanie metod i narz¢dzi analizy iloSciowej i jako$ciowej kolistych RNA oraz ich
wykorzystanie w réznych ukladach biologicznych” realizowatam w latach 2014-2021
w Instytucie Chemii Bioorganicznej PAN (ICHB PAN) w Poznaniu. Prace te powstaly
w ramach grantu SONATA NCN, ktérego bytam kierownikiem. Moje osiggnigcie naukowe
stanowi zbidr czterech wieloautorskich publikacji, z ktorych wszystkie przedstawiajg wyniki
oryginalnych badan. Prace sg opublikowane w modelu otwartego dostepu (ang. open access).
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Jestem pierwszg autorkg we dwoch z tych prac, w jednej autorkg korespondencyjng. Pliki
rzeczonych publikacji w formacie PDF zostaty dolaczone do elektronicznej wersji wniosku.

WPROWADZENIE

Pierwsze koliste RNA (circRNA) zostaly opisane juz ponad 20 lat temu (Nigro et al.
1991). Poczatkowo uwazano je za rzadkie czasteczki, najprawdopodobniej bedace efektem
btedow w procesie sktadania transkryptow (ang. splicing). Dlatego tez przez dtugi czas ich
wystepowanie tgczono jedynie z charakterystyka komorek nowotworowych. Zastosowanie
sekwencjonowania nowej generacji (NGS) do analizy transkryptoméw (RNA-seq) przyniosto
duzy przetom w dziedzinie biologii circRNA. Okazato si¢, ze circRNA sa stabilne
i powszechnie wystepuja w zdrowych tkankach organizméw eukariotycznych (Salzman et al.
2012). Wykazano obecno$¢ i1 ewolucyjng konserwacje circRNA u wielu gatunkow
w krolestwach zwierzat 1 ros$lin (Wang et al. 2014). Jednak bardziej szczegétowe badania
skupiaty si¢ dotychczas na ludziach i kilku zwierzgtach modelowych (gléwnie badania
prowadzone nad rakiem i innymi chorobami (Liu et al. 2019, Patop et al. 2019)).

Biologiczna funkcja wigkszosci z tych czasteczek nie zostala jeszcze poznana. Istniejg
dowody, ze niektore zcircRNA odgrywaja wazne role w regulacji ekspresji genow.
Na przyklad, koliste transkrypty CDR1as/CIRS-7 i1 Sry funkcjonuja jako gabki mikro RNA
(miRNA) (Hansen et al. 2013, Memczak et al. 2013). Czasteczki te posiadaja wiele miejsc
wigzacych miRNA, dzigki czemu sekwestrujag miRNA z ich miejsc docelowych w mRNA.
Spekuluje si¢ rowniez, ze niektore circRNA moga by¢ zwigzane z r6znymi chorobami, glownie
o podiozu neurologicznym, jak choroba Alzheimera (Song et al. 2021). Poniewaz wiadomo,
ze czasteczki circRNA powstaja w wyniku niekanonicznego splicingu liniowego pre-mRNA,
a w wypadku wielu genow stosunek transkryptéw kolistych do liniowych jest specyficzny dla
typu komorki/tkanki (Salzman et al. 2013), spekuluje si¢ rowniez, ze circRNA moga dziata¢
w regulacji ekspresji genéw poprzez konkurowanie z produkcja liniowych transkryptéw
(Ashwal-Fluss et al. 2014, Shao et al. 2021).

Koliste RNA u ro$lin pozostaja niezbadane w jeszcze wigkszym stopniu. Do tej pory
wykazano jedynie, ze circRNA pochodzacy z eksonu 6 genu SEPALLATA3 (SEP3) reguluje
rozwo6] kwiatow u Arabidopsis thaliana (Conn et al. 2017). Niektore doniesienia sugerujg takze,
ze circRNA w roslinach ulegaja ekspresji w sposob specyficzny dla tkanek 1 stadium rozwoju
(Sun et al. 2016, Chen et al. 2017, Liu et al. 2017). Pan i wspotpracownicy (Pan et al. 2018a)
zidentyfikowali 1 583 circRNA specyficznych dla stresu cieplnego u A. thaliana, ktére nie
wystepowaty w probkach kontrolnych. Nie wiadomo jednak jaka role odgrywaja te czasteczki.

Badania kolistych RNA utrudnia fakt, ze do tej pory nie opracowano standardéow ich
analiz. Wiekszo$¢ badan poswigeconych circRNA byla prowadzona na podstawie danych
RNA-seq uzyskanych we wczesniejszych eksperymentach dedykowanych innym zaganieniom,
na przyktad ustalaniu pozioméw mRNA. Niestety, ze wzglgdu na znaczne rodznice
w procedurach stosowanych w poszczegélnych badaniach wygenerowane dane circRNA
sg nieporownywalne. Problem ten jest szczegdlnie widoczny na przyktadzie roslin. Do tej pory
circRNA zidentyfikowano w wielu gatunkach, m. in. w Oryza sativa (Lu et al. 2015), Zea mays
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(Chen et al. 2018), Solanum lycopersicum (Zuo et al. 2016), Glycine max, Gossypium hirsutum
(Zhao et al. 2017), Triticum aestivum (Wang et al. 2016), Hordeum vulgare (Darbani et al.
2016) oraz A. thaliana (Liu et al. 2017). Pomimo to, nadal niewiele wiadomo na temat ich
funkcjonowania i1 biogenezy w tym krolestwie. Obecnie, A. thaliana jest najlepiej
scharakteryzowang ro$ling pod wzgledem circRNA. Niestety, przez wspomniane powyzej
problemy sama liczba circRNA znalezionych u A4. thaliana waha si¢ od 6 (Wang et al. 2014)
do 6 012 (Yeetal. 2015), w zaleznosci od podejscia eksperymentalnego. Wedtug PlantcircBase
(http://ibi.zju.edu.cn/plantcircbase/index.php; 17 wrzesnia 2021 r.), catkowita liczba circRNA
u A. thaliana zidentyfikowanych w réznych badaniach osiggneta 52 393. Brak protokotu
skladajacego si¢ z izolacji, sekwencjonowania, identyfikacji 1 analizy ilo$ciowej
optymalizowanego pod katem badan circRNA sprawia, ze wyniki pochodzace z r6znych zrédet
s3 niespojne i praktycznie nieporownywalne. W zwigzku z tym, na pytania dotyczace
pozioméw akumulacji circRNA w roslinach i ich tkankach, a co za tym idzie, o ich znaczenie
funkcjonalne nie uzyskano do tej pory satysfakcjonujacej odpowiedzi.

MOTYWACJA I CEL BADAN

Podstawowym celem moich badan bylo opracowanie zoptymalizowanego protokotu
shuzacego do identyfikacji, a takze analizy iloSciowej i jakosciowej circRNA. Kolejnym moim
celem byla weryfikacja opracowanej metody w roznych ukltadach biologicznych.
Wykorzystatam uktad roslinny, A. thaliana i1 przy pomocy opracowanej metody
(1) scharakteryzowatam circRNA w siewce 1 w tkankach: korzeniu, li§ciu, kwiecie tej rosliny.
Metod¢ wuzylam takze do (ii) identyfikacji czynnikdéw genetycznych potencjalnie
uczestniczacych w procesie biogenezy tych czasteczek. Do badan wybratam A. thaliana, jedna
z najlepiej przebadanych roslin dwuliSciennych, poniewaz roslina ta jest fatwa 1 szybka
w hodowli, a przede wszystkim dlatego, ze ma tysigce tatwo dostgpnych wariantow, w tym
dobrze scharakteryzowane nokauty pojedynczego genu. Pozwolito to na selekcje roslin
zawierajacych mutacje typu knock-out w genach kodujacych biatka biorace udziat w splicingu
na roznych jego etapach. Gtowna hipoteza badawcza zaktadata, ze analiza pul circRNA
w wybranych mutantach A. thaliana pozwoli na zidentyfikowanie gendow, ktorych produkty
potencjalnie wptywaja na biogeneze tych czasteczek. (iii) Opracowang metod¢ wykorzystatam
nastepnie, do ponownego przeanalizowania publicznie dostgp danych NGS odpowiednich do
identyfikacji circRNA u 4. thaliana, a otrzymane wyniki umiescitam w nowo stworzonej bazie
danych. (iv) Dodatkowo, protokoét ten przetestowatam w systemie ludzkich tkanek. Zbadatam
w jaki sposOb zmieniajg si¢ pule generowanych circRNA 1 ich poziomy w mig$niach ludzi
chorych na dystrofi¢ miotoniczng typu 1 (DMI1). Przeprowadzone badania udowodnity
skuteczno$¢ opracowanego podejscia zardowno w uktadach roslinnych jak 1 ludzkich tkankach.
Zaproponowany protokot postgpowania stuzacy do identyfikacji oraz analizy ilo$ciowej
1 jakosciowej circRNA ma zatem szerokie spektrum stosowalnosci, co pozwala na jego
wykorzystanie niezaleznie od testowanego uktadu biologicznego.
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ZOPTYMALIZOWANY PROTOKOL POZYSKANIA 1 ANALIZY DANYCH
CIRCRNA

Pierwszym celem mojej pracy byta wiarygodna identyfikacja i charakterystyka
circRNA w siewkach 1 organach (korzeniach, lisciach, kwiatach) A. thaliana typu dzikiego
(ekotyp Columbia, w skrocie Col-0). W czasie, gdy zaczynatam swoje badania istnial juz
wymieniony powyzej szereg publikacji po$wiecony badaniom circRNA u A. thaliana
i w innych roslinach. Niestety, krytyczny przeglad tych prac ujawnit, ze opublikowane wyniki
sa w duzej mierze niespojne ze wzgledu na brak standaryzowanych metod. Przyktadowo,
wykorzystywano roézne podejscia do przygotowania danych do sekwencjonowania, najczesciej
z uzyciem RNazy R trawigcej liniowe transkrypty lub bez. Dodatkowo, podczas analiz
bioinformatycznych rutynowo uznawano circRNA za zidentyfikowany, jesli jego obecnos¢
byla poparta co najmniej dwoma odczytami NGS mapujacymi do miejsca tzw. ,,kolistego”
splicingu (tzw. odczyty typu back-spliced). Glebokos¢ biblioteki RNA-seq zwykle nie byta
brana pod uwage, a zatem liczba potencjalnych circRNA réznita si¢ znacznie miedzy
badaniami. Zidentyfikowane na podstawie danych RNA-seq circRNA tylko w kilku
przypadkach zostaty poddane walidacji eksperymentalnej za pomocg ilosciowego PCR (qPCR)
(Wang et al. 2014, Liu et al. 2017, Cheng et al. 2018, Pan et al. 2018b).

Znajac problemy napotykane przez innych badaczy, w pierwszej kolejnosci podjetam
probe oceny i optymalizacji protokotow dedykowanych identyfikacji 1 analizie ilosciowej
circRNA, zaréwno pod wzgledem przygotowania bibliotek RNA-seq, jaki 1 pdzniejszej analizy
bioinformatycznej danych z sekwencjonowania (Publikacja H1). Moje badania skupity si¢
na RNA-seq, poniewaz jest to obecnie jedyna metoda, ktdrej zastosowanie pozwala uzyskac¢
kompletny obraz circRNA w organizmie, czy jego poszczeg6dlnych tkankach.

Przetestowatam dwa wiodace protokoty przygotowania bibliotek NGS do badan
circRNA (z traktowaniem RNazg R 1 bez) oraz kilka podejs¢ normalizacji danych RNA-seq.
Obiektem moich badan byly circRNA w siewkach i organach A. thaliana typu dzikiego,
z ktorych wyizolowano catkowity RNA a nastgpnie przygotowano biblioteki RNA-seq przy
uzyciu wspomnianych dwoch protokotéw. Zgodnie z pierwszym podejSciem, uzyto
catkowitego RNA, po deplecji rRNA zatem probki zawieraty zarowno liniowe, jak 1 koliste
transkrypty. Zgodnie z drugim podejs$ciem, uzyto catkowitego RNA zubozonego w rRNA,
a nastgpnie potraktowanego RNazg R, ktora trawi liniowe transkrypty. Probki zawieraty zatem
circRNA i $ladowe ilo$ci liniowego RNA. Wszystkie eksperymenty RNA-seq przeprowadzono
w czterech powtdrzeniach biologicznych.

Porownanie uzyskanych wynikéw wykazato, Ze traktowanie RNazag R w celu
wzbogacenie probek w circRNA, istotnie pozwala na identyfikacj¢ circRNA wystepujacych
mniej liczne, ktore to circRNA w standardowych bibliotekach sa pomijane z powodu duzej
liczby transkryptow liniowych. Biblioteki po traktowaniu RNazg R posiadaty $rednig liczbe
odczytow w przyblizeniu o potowe mniejsza niz biblioteki bez traktowania RNazg R, mimo to,
liczba zidentyfikowanych potencjalnych circRNA byta w nich trzykrotnie wyzsza. Tak wiec,
traktowanie RNaza R wyraznie zwigkszylo rozdzielczo$¢ analizy. Z drugiej strony
stwierdzitam, ze niektore circRNA, ktore zostaly zidentyfikowane w czterech powtdrzeniach
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biologicznych w bibliotekach nie traktowanych RNazg R (i zostaty zwalidowane za pomocg
RT-PCR), nie zostaly zidentyfikowane w bibliotekach wzbogacanych w circRNA.
Spowodowane to bylo prawdopodobnie nieenzymatyczng hydroliza niektorych kolistych
transkryptow, co uczynito je liniowymi i narazonymi na trawienie RNazg R. Hydroliza
nieenzymatyczna RNA jest dobrze znanym zjawiskiem, ktére zachodzi w buforze, w obecnos$ci
wielu czynnikéw, w tym jondw magnezu, polimerycznych zwigzkow organicznych, takich jak
poliwinylopirolidon (PVP) oraz bialek. Podsumowujgc, traktowanie probek RNazg R
wzbogaca circRNA, jednak ta procedura moze rowniez prowadzi¢ do utraty informacji
o niektorych z tych czasteczek. W konsekwencji zdecydowatam, ze podejscie bez traktowania
RNaza R jest bardziej odpowiednie do identyfikacji i oceny iloSciowej catkowitej puli
circRNA.

Aby poréwnac poziomy akumulacji circRNA w r6znych organach/tkankach roslinnych,
konieczne jest zastosowanie dedykowanej circRNA metody normalizacji danych RNA-seq.
Postanowilam wykorzystywa¢ metode ddPCR (ang. droplet digital PCR) do wyznaczenia
wartosci referencyjnych akumulacji wybranych circRNA, aby ustali¢ optymalny sposob
normalizacji danych RNA-seq. Najpowszechniej stosowana normalizacja — przez wielko$¢
biblioteki okazala si¢ nieskuteczna w przypadku analiz circRNA u roslin. Uzyskane dane byty
stabo skorelowane z wynikami ddPCR (wspotczynnik korelacji Pearsona: 0,67). W nastepnym
kroku przetestowalam cztery inne metody normalizacji: przez (i) tzw. liczbe odczytow back-
spliced (odczyty mapujace do miejsca splicingowego typowego dla circRNA)
(i1) wspotczynnik normalizacji oszacowany przez DESeq2 (iii) wielko$¢ biblioteki bez
odczytow rRNA 1 chloroplastowego RNA oraz (iv) poziom ekspresji genu ACT2. Zastosowanie
tych podejs¢ pozwolito na osiggniecie wspotczynnika korelacji Pearsona migdzy wynikami
ddPCR 1 RNA-seq rzedu 0,76-0,77 (Tabela 1 z publikacji H1). W przypadku jedno-organowych
analiz ilosciowych circRNA korelacja byta jeszcze wyzsza, siegajac 0,92 (dla lisci). Wyniki
przeprowadzonych badan potwierdzity poglad, ze sktad transkryptomu obserwowany r6znych
tkankach rosliny ma istotny wplyw na analize iloSciowa rzadkich gatunkéw RNA (w tym
circRNA) w oparciu o RNA-seq. Ponadto, wyniki te wskazujag na wysoka wiarygodnos¢
ilosciowej charakterystyki circRNA w oparciu o RNA-seq w danym organie, pod warunkiem
zastosowania odpowiedniej metody normalizacji.

CHARAKTERYSTYKA CIRCRNA U 4. THALIANA (COL-0)

Stosujac opisang powyzej zoptymalizowang strategie, zidentyfikowatam i zbadatam
akumulacje kolistych RNA w siewkach i trzech organach (korzeniach, lisciach i kwiatach)
A. thaliana typu dzikiego, Col-0 (Publikacja H1). Dodatkowo przeprowadzitam poroéwnanie
pul circRNA z réznych tkanek 1 poréwnatam ich akumulacje z akumulacja odpowiadajacych
im liniowych transkryptow. Doprowadzilo do identyfikacji circRNA wystepujacych
powszechnie w tej roslinie, jak 1 takich specyficznych tkankowo.

W wyniku przeprowadzonej analizy zidentyfikowalam tacznie 5 235 r6znych circRNA
popartych przez co najmniej dwa odczyty typu back-spliced. Juz na poczatku analizy danych
RNA-seq zauwazylam stabg powtarzalno$¢ circRNA w powtorzeniach biologicznych
(w zakresie od 1,3 do 5,0%, Rysunek 2 A z publikacji H1). Bylo to zaskakujace odkrycie, gdyz
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do tamtej pory zadna z publikacji poswieconych ros§linnym circRNA nie informowala
o podobnej charakterystyce danych. Blad eksperymentalny zostat wyeliminowany
(1) wprowadziliémy dwa dodatkowe powtorzenia biologiczne; (ii) przeprowadziliSmy tozsame
analizy circRNA w ludzkich liniach komérkowych Huh-7.5 1 HeLa, ktére nie wykazaty takiej
zmiennosci; (iii) 1 analiz¢ publicznie dostepnych danych RNA-seq dla circRNA u A. thaliana,
ktora potwierdzita naszg obserwacje. Otrzymane wyniki jasno sugerowaty, ze pula circRNA
W A. thaliana zawiera znaczng czgS$¢ czasteczek generowanych stochastycznie, ktorych
znaczenie fizjologiczne jest najpewniej zaniedbywalne. Wigkszo$¢ wykrytych circRNA (4 297
circRNA = 82,1%) byta poparta przez 2 do 5 odczytéw back-spliced. Jednak zidentyfikowatam
réwniez 39 kolistych RNA wspieranych przez wigcej niz 100 odczytow back-spliced. Posrod
wszystkich tych potencjalnych circRNA 127 zostaly znalezione przez dwa niezalezne
programy, CIRI2 (Gao et al. 2017) i find circ (Memczak et al. 2013) oraz poparte przez
co najmniej 10 znormalizowanych odczytow RNA-seq (back-splice), co odpowiadato ok. 50
kopiom circRNA na mikrogram catkowitego RNA. Zastosowanie tak restrykcyjnej selekcji
pozwolito na wyodrgbnienie frakcji circRNA ktore wystepuja w roslinie w sposob powtarzalny,
w ilosciach pozwalajacych na pelienie prze nie potencjalnych funkcji w komorce.
Zaproponowana przez mnie metoda umozliwia zatem nie tylko identyfikacje 1 analize
ilosciowa, ale 1 oddzielenie circRNA produkowanych w sposob losowy od tych circRNA
produkowanych w sposob powtarzalny, o potencjalnym znaczeniu biologicznym.

Liczba powtarzalnych circRNA wahata si¢ miedzy badanymi tkankami, od 87
w korzeniach, 79 w lisciach, 99 w kwiatach po 109 circRNA w siewkach (Rysunek 3 A
z publikacji H1). W sumie zidentyfikowatam 127 circRNA produkowanych w sposob
powtarzalny. 40,9% (52) z nich byto obecnych we wszystkich badanych tkankach ros$liny.
88,2% (112) z nich =zostalo juz zidentyfikowanych we wczesniejszych badaniach
1 zdeponowanych w bazie danych PlantcircBase (Chu et al. 2017), a 52,8% (67) w AtCircDB
(Ye et al. 2017). Analiza ontologii genow (ang. gene ontology, GO) ujawnila, ze geny dajace
poczatek powtarzalnym circRNA charakteryzuja si¢ znaczagcym wzbogaceniem w te
zaangazowane w fotosyntez¢ i odpowiedZ na stres. Korzenie mialy najwigksza liczbe
unikalnych circRNA (6) i najwigcej circRNA o duzej akumulacji (wartos¢ p < 0,05)
w porownaniu z innymi tkankami. Najmniejszag liczb¢ powtarzalnych circRNA
o podwyzszonym poziomie stwierdzono u siewek. Dalsze analizy koncentrowaty si¢ na
circRNA obecnych w co najmniej dwoch tkankach. Porownanie par tkanek ujawnito
specyficzny dla nich wzor akumulacji circRNA (Rysunek 4 A, B z publikacji H1). Najwigksza
liczba circRNA o podniesionym poziomie (warto$¢ p < 0,05) w poréwnaniu z innymi tkankami,
charakteryzowata korzenie (16 circRNA vs siewki, 25 vs liscie 1 9 vs kwiaty). Najmniejsza
liczba circRNA o podniesionym poziomie zostata zidentyfikowana w siewkach (1 vs korzenie,
3 vs liscie 1 1 vs kwiaty).

Przeprowadzone analizy wykazaly rowniez obecno$¢ circRNA pochodzacych
z genomu chloroplastowego w siewkach (24), korzeniach (2), lisciach (12) i kwiatach (14),
Rysunek 3 C, D z publikacji HI. Chloroplasty zostaty zidentyfikowane jako ,hot spoty”
produkcji circRNA w (Sun et al. 2016). Nasze wyniki ukazaty, ze w liSciach rzeczywiscie
przewazaty odczyty typu back-spliced wspierajace circRNA pochodzace z genomu
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chloroplastowego. Niestety do dzi§ nie wyjasniono, w jaki sposob tak zasadniczo rozne
procesy, jak splicing jadrowy i organellarny, moglyby prowadzi¢ do tworzenia circRNA.
Kwesti¢ t¢ komplikuje jeszcze fakt, ze niektore organellarne mRNA s3 produktami trans
splicingu, w ktorym eksony dwodch pre-mRNA zostaja potaczone (Aryamanesh et al. 2017).
Niektoére odczyty pochodzace z takich mRNA moga by¢ btednie zaklasyfikowane jako odczyty
typu back-spliced. W zwigzku z powyzszym chloroplastowe circRNA zidentyfikowane
w danych RNA-seq powinny by¢ traktowane z duzg dozg ostroznosci a ich obecno$¢ powinna
zosta¢ potwierdzona przy pomocy innych metod.

Analiza poziomow ekspresji mRNA wyraznie wykazata, ze nie ma bezposredniego
zwigzku miedzy akumulacja circRNA a akumulacjg ich liniowych odpowiednikow. Wybrane
przyktady, poparte metoda ddPCR (Rysunek 7 z publikacji H1) pokazaly, ze poziom niektorych
circRNA wzrasta wraz ze wzrostem ekspresji ich liniowych odpowiednikow, jednak ogdlnie
nie ma korelacji miedzy akumulacjg tych dwoch frakcji transkryptomu (wspotczynnik korelacji
Pearsona: 0,14). To odkrycie wskazato, na duze prawdopodobienstwo istnienia specyficznego
mechanizm regulujacego powstawanie circRNA u A. thaliana. Co wigcej, poziom niektorych
circRNA byt zwigkszony w poszczegdlnych tkankach, podczas gdy poziomy ich liniowych
odpowiednikoéw pozostawaty wzglednie stabilne w calej roslinie. Mozna zatem spekulowac, ze
biogeneze tych circRNA reguluje specyficzny tkankowo czynnik molekularny, ktéry zmienia
,»WzOr” splicingu.

CZYNNIKI UCZESTNICZACE W BIOGENEZIE CIRCRNA U 4. THALIANA

Kolejnym etapem moich badan bylo poszukiwanie czynnikow potencjalnie
zaangazowanych w biogenez¢ circRNA. Wczesniej pokazatam, Ze circRNA u roslin sa
generowane w sposob specyficzny dla tkanek/komorki, a ich poziomy akumulacji nie sg
skorelowane z poziomami odpowiadajagcych im mRNA. Wymienione fakty pozwolity na
postawienie hipotezy, ze oprocz czynnikéw biatkowych/RNA zaangazowanych w kanoniczny
splicing, istniejg inne nieznane czynniki, ktore promuja wytwarzanie circRNA.

Aby zidentyfikowac te czynniki, wykorzystatam ponownie A. thaliana. Ros$lina ta ma
tysigce tatwo dostepnych mutantéw, w tym dobrze scharakteryzowane nokauty pojedynczego
genu. Jako rosling referencyjng wybratam typ dziki Col-0. Nastepnie dokonatam selekcji jej
wariantow, tak by kazdy nosit mutacje typu knockout w genie kodujacym biatko biorgce udziat
w splicingu na roznych jego etapach. Wedtug Arabidopsis Splicing Related Data Base Genes
(ASRQG), 395 genow koduje biatka zwigzane ze splicingiem u A. thaliana (Wang et al. 2004).
Zestaw mutantow zostal zawezony do tych z ttem Col-0, aby uzyska¢ wspdlne odniesienie dla
wszystkich analizowanych ro$liny. Wykluczytam rowniez heterozygoty i mutacje letalne.
Wstepna selekcja wariantéw doprowadzita mnie do listy 86 ze zmianami w genach zwigzanych
ze splicingiem, 23 z nich miato doktadnie opisany fenotyp. W rezultacie, uzyskatam listg 18
mutantow A. thaliana wymienionych w Tabeli S1 z publikacji H2. Sktad transkryptomow
wszystkich tych roslin 1 Col-0 okreslono za pomoca RNA-seq, a identyfikacj¢ circRNA
przeprowadzono przy pomocy opracowanego wczesniej protokotu.
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Produkcja circRNA u trzech mutantéw byta znaczaco rézna od tej obserwowanej
w typie dzikim i pozostatych mutantach. Pierwszy ze wspomnianych wariantéw nie posiadat
funkcjonalnego genu chbp80, ktorego produktem jest sktadnik kompleksu wigzacego kap na
koncu 5" mRNA. Drugi mutant, c2h2, pozbawiony byl genu kodujacego biatko U4/U6.U5
tri-snRNP — elementu wstepnie ztozonego kompleksu spliceosomowego, ktory odgrywa
kluczowa role w tworzeniu katalitycznie aktywnego spliceosomu. Trzeci mutant, flk, nie
posiadat genu produkujacego biatko z grupy jadrowych rybonukleoprotein (hnRNP), ktore,
jesli sg zwigzane z czasteczkami pre-mRNA, sygnalizujg, ze pre-mRNA nie jest jeszcze w pelni
dojrzaty, a zatem nie jest gotowy do eksportu do cytoplazmy. Wspolng cechg tych trzech
mutantow byta zwigkszona akumulacja kolistych transkryptow (w pordwnaniu z typem dzikim
1 innymi mutantami (Rysunek 2 z publikacji H2)), ktorej nie towarzyszyly adekwatne zmiany
w schemacie ekspresji gendw. Zaobserwowana wigksza akumulacja circRNA mogla by¢
spowodowana czestszym back-splicingiem lub zwigkszong stabilno$cig circRNA u tych
mutantow. Dodatkowo, zaobserwowatam zwickszong liczbe wystgpien alternatywnego
splicingu w rzeczonych trzech mutantach, co sugeruje, ze nokaut genu mial wptyw na splicing
w ogole.

Warto réwniez nadmieni¢, ze mutant chp80 wytwarza bardzo duza liczbe (129)
unikatowych circRNA (Rysunek 1 z publikacji H2). Sposrod nich, tylko 11 bylo wspo6lnych
z Col-0, w ktorej to roslinie zidentyfikowatam w sumie 35 circRNA. Biatko CBP80 wraz
z CBP20 tworzy kompleks zaangazowany w splicing oraz biogeneze¢ miRNA. Mutanty
A. thaliana pozbawione tego kompleksu lub jego skladnikéw kumulujg czgsciowo ztozone
transkrypty (Laubinger et al. 2008) 1 pri-miRNA (Kim et al. 2008). Ponadto braki w kompleksie
wigzacym kap, a w szczegélnosci brak CBP80, wplywaja na powstawanie zjawiska
alternatywnego splicing, szczego6lnie na koncu 5’ pierwszego intronu (Raczynska et al. 2010).
Moje badania po raz pierwszy dostarczyty dowodow na to, ze brak CBP80 nie tylko zaburza
produkcja liniowych izoform transkryptow, ale takze dramatycznie zwigksza wytwarzanie
réznych circRNA. Co ciekawe, wigkszo$¢ circRNA specyficznych dla mutanta cbp80
zawierala pierwszy ekson, podczas gdy circRNA powstate w innych mutantach i1 Col-0 zostaty
wyprodukowane gtownie z drugiego lub kolejnych eksonéw (Rysunek 4 z publikacji H2).
Ta obserwacja jest zgodna z wczesniejszymi odkryciami, ze CBP80 preferencyjnie wywiera
swo0j] wptyw na splicing w mRNA w okolicy konca 5'.

Biatko CBP80 bierze réwniez udziat w transdukcji sygnatu kwasu abscysynowego
(ABA) (Hugouvieux et al. 2002) 1 szlaku kwitnienia (Kuhn et al. 2007). Mutanty pozbawione
CBP80 wykazuja wywotane przez ABA podwyzszenie cytozolowego poziomu wapnia
w komorkach, prowadzace do lepszego zamykania aparatow szparkowych zapewniajac przez
to wigksza tolerancje na susze (Hugouvieux et al. 2002). Te rosliny wykazuja rowniez fenotyp
wczesnego kwitnienia, wynikajacy z wadliwego splicingu introndow FLOWING LOCUS C
(FLC). Niestety nie wiadomo czy circRNA generowane w mutantach chp80 rdéwniez
przyczyniaja si¢ do zaobserwowanych fenotypow. Repertuar circRNA specyficznych dla
nokautéw chp80 musi zosta¢ zbadany bardziej szczegblowo w celu przedstawienia
ostatecznych wnioskow dotyczacych tego aspektu. CircRNA moga by¢ generowane w sposob
kontrolowany lub stanowi¢ produkty nieprawidtowego splicingu.
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Na podstawie moich badan mozna postawi¢ hipotezg, ze ogdlnie niezaktdcone
funkcjonowanie czynnikéw biatkowych zaangazowany w splicing sprzyja tworzeniu liniowych
transkryptow. Niemniej jednak otrzymane wyniki sugeruja, ze zmiana kompleksow biatkowych
zwigzanych ze splicingiem moze by¢ tatwym mechanizmem uruchomiajagcym/wzmacniajagcym
produkcje circRNA. Dynamiczny sktad kompleksu biatek wiazacych kap w A4. thaliana jest
dobrze udokumentowany i zmienia si¢ w trakcie wzrostu rosliny (Bush et al. 2009). CBP80 jest
jednym z bialek, ktére pozostaja zwigzane z kapem mRNA zaréwno w komorkach
proliferujacych, jak 1 w spoczynku, ale ulegaja zmianie lokalizacja subkomodrkowe;.
Na wczesnych etapach cyklu wzrostu biatko to lokalizuje si¢ preferencyjnie w cytoplazmie,
a pozniej gromadzi si¢ w jadrze. Z kolei jego partner, CBP20, najpierw lokalizuje si¢ zarowno
w jadrze, jak i w cytoplazmie, a nastgpnie koncentruje si¢ w jadrze (Bush et al. 2009). Mozna
zatem postawi¢ hipoteze, ze niektore wystapienia niekanonicznego splicingu na poczatku cyklu
wzrostu rosliny moga by¢ spowodowane niedoborem CBPS80. Takie zjawisko potencjalnie
moze aktywowaé tworzenie circRNA. Idac dalej, kontrola wystepowania roéznorodnych
czynnikow zwigzanych ze splicingiem moze stanowi¢ potencjalny mechanizm regulacji
ekspresji genéw w ro$linach. Co ciekawe, pokazano juz, ze ekspresja circRNA wzrasta, gdy
dzialanie maszynerii odpowiedzialnej za splicing pre-mRNA u Drosophila jest uposledzone
(Liang et al. 2017). Sugeruje to konserwacje¢ takiego mechanizmu w réznych krolestwach.

BAZA DANYCH AT-C-RNA

Opracowang w pracy H1 metode¢ analizy danych RNA-seq do identyfikacji 1 oceny
ilosciowej circRNA w roslinach, wykorzystatam do ponownego przeanalizowania wszystkich
spelniajacych kryteria opracowanego protokotu publicznie dostepnych zbioréw danych
RNA-seq dla A. thaliana. Chociaz circRNA u A. thaliana scharakteryzowano w wielu
badaniach, poréwnanie ich wynikow wykazuje wyrazne rozbiezno$ci, a ich analiza
poréwnawcza nie byta mozliwa. Gléwna przyczyna takiej sytuacji byt brak standaryzacji metod
stosowanych do analiz circRNA. Aby zmieni¢ ten stan rzeczy zdecydowalam, ze ujednolicone
wyniki otrzymane z analizy publicznych danych zostang udostepnione online szerszemu gronu
odbiorcow. W efekcie powstata baza danych At-C-RNA (http://plantcircrna.ibch.poznan.pl/;
publikacja H3), zaimplementowana przez moja doktorantke, panig Katarzyng Nowis, ktora
pozwala na analiz¢ 1 porownanie danych o circRNA z réznych zrodet, co wezesniej nie byto
mozliwe. At-C-RNA to obecnie jedyne Zrédlo, w ktérym dane z roéznych badan zostaty
ponownie przeanalizowane przy pomocy tej samej metody, ustandaryzowane 1 ujednolicone.
Co wigcej, At-C-RNA jest jedyng baza danych, ktéra dostarcza informacji o wystepowaniu
circRNA zarowno w dzikich, jak 1 zmutowanych roslinach A. thaliana 1 ich tkankach. Baza
zostala tak zaprojektowana, aby jej interfejs byt jak najbardziej przyjazny uzytkownikowi.
Informacje o circRNA zaprezentowane sa w interaktywnej tabeli, ktoéra umozliwia
uzytkownikowi zdefiniowanie kryteriow przegladania. Mozliwe jest sortowanie i filtrowanie
danych podlug kazdej z kolumn. Istnieje réwniez mozliwos$¢ recznego usuniecia wybranych
circRNA z tabeli. Co wigcej, uzytkownicy moga filtrowac tabele, klikajac interaktywne
wykresy znajdujace si¢ pod nig.

Obecnie w At-C-RNA zdeponowanych jest 113 327 circRNA. Warto zauwazyc,
ze tylko 16,2%, 18,9% 1 19,7% z nich odnotowano wczesniej w bazach poswigconych
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roslinnym circRNA, kolejno w AtCircDB (Ye et al. 2017), PlantcircNet (Zhang et al. 2017)
I PlantcircBase (Chu et al. 2017) (dane z 02.09.2021). Kazdemu circRNA znajdujacemu si¢ w
bazie przypisany zostal unikalny identyfikator zgodnie z ogodlnie przyjetym wzorcem:
AT numer chromosomu:circRNA_start-circRNA _stop, co umozliwia wygodne
porownywanie wynikow z innych baz danych/badan. Na temat kazdego circRNA dostgpne
sg nastepujace informacje: (i) publikacja, w ramach ktorej wygenerowano zestawy danych
RNA-seq, (ii) linia ro$liny 1 tkanka, w ktorej zidentyfikowano circRNA, (iii) srednia punktacja
At-C-RNA obliczona dla wszystkich circRNA zgodnie z tg3 samg procedura, ktéra wyraza
poziom akumulacji circRNA (iv) punktacja At-C-RNA poszczegdlnych circRNA wchodzacych
w sktad punktacji §redniej, (v) informacja, czy circRNA zostal potwierdzony eksperymentalnie,
np. przy uzyciu RNazy R, ddPCR (vi) informacja na temat ,,powtarzalnosci” circRNA. Ostatnie
kryterium jest szczegdlnie istotne, gdyz we wczesniejszych badaniach wykazatam,
ze wigkszo§¢ circRNA produkowana jest w sposdb spontaniczny 1 niepowtarzalny
w A. thaliana (i prawdopodobnie w innych roslinach rowniez) a zatem frakcja tych czasteczek
najpewniej nie petni funkcji biologicznej. Tylko circRNA produkowanie w sposob powtarzalny
mogg mie¢ potencjat funkcjonalny, a co za tym idzie sg szczegdlnie waznymi obiektami dla
szerokiego zakresu badan.

W At-C-DB zdefiniowano, ze circRNA jest powtarzalny, jesli zostal zidentyfikowany
w co najmniej 4 biologicznych powtorzeniach w okres§lonej linii rosliny i tkance w ramach
badania. W sumie 655 circRNA sklasyfikowano jako powtarzalne. Sposréd nich 226
zidentyfikowano we wszystkich analizowanych tkankach roslinnych (kwiecie, lisciu, korzeniu
1 siewce) 1 w calej roslinie. Najwiekszg liczbe unikatowych, powtarzalnych circRNA (35)
znaleziono w lisciu. Natomiast dwa inne organy, korzen i kwiat, charakteryzowaty si¢
odpowiednio tylko dwoma i jednym circRNA typowym dla danej tkanki. W siewce nie
zidentyfikowano zadnego unikatowego circRNA.

Wigkszos¢ gendw (362) dajacych poczatek powtarzalnym circRNA wytwarza ponad
pie¢ izoform circRNA, atylko 11 gendéw wytwarza jedng izoforme¢. Punktacja At-C-DB
wiekszosci powtarzalnych circRNA (91,6%) miesci si¢ w zakresie 1-15, co odpowiada raczej
niskiej liczebnosci. 55 circRNA (8,4%) przekracza $rednig ocene powyzej 15. Rozktad
powtarzalnych circRNA na chromosomach wskazuje, ze wigkszo$¢ z nich pochodzi z genow
zlokalizowanych na chromosomie 1, co jest w zgodzie z obserwacjami dokonanymi przeze
mnie we wczesniejszej pracy (Rysunek 3 D z publikacji H1). Szeroko zakrojona analiza danych
pochodzacych z roznych zrédet pozwolita na ujawnienie pelnego obrazu rozktadu circRNA
w A. thaliana 1 jej tkankach, co wczesniej bylo ograniczone do pojedynczego eksperymentu.

CHARAKTERYSTYKA CIRCRNA W MODELU LUDZKIM, DM1.

Dodatkowym aspektem moich badafn, wskazujacym na generalne znaczenie
wypracowanych rozwigzan analitycznych, bylo zaadaptowanie wcze$niej opracowanej metody
analizy circRNA u roslin do badania circRNA u ludzi chorych na dystrofi¢ miotoniczng typu 1
(DM1), publikacja H4. Mutacja powodujacag DM1 jest ekspansja powtorzen CTG w regionie
3" UTR genu kinazy DMPK (Brook et al. 1992). Osoby zdrowe majg od 5 do ~34 powtdrzen,
podczas gdy u pacjentow z DM1 powtorzenia siggaja czesto do setek, a nawet tysiecy kopii
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(Brook et al. 1992). Obecnos¢ tych zmutowanych transkryptéw powoduje sekwestracja biatek
typu muscleblind (MBNL), ktore reguluja alternatywny splicing (Konieczny et al. 2014).
Co wazne, Ashwal Fluss i wsp. (Ashwal-Fluss et al. 2014) pokazali, ze biatka MBNL moga
odgrywac tez wazng rolg¢ w biogenezie circRNA. Biorac pod uwage powyzsze fakty, ze biatka
MBNL biorg udziat w biogenezie circRNA, a ich funkcjonalnos$¢ jest znaczaco ograniczona
w DM1 (Miller et al. 2000) postawiono hipoteze, ze poziom przynajmniej niektérych circRNA
bedzie obnizony w DMI.

Aby przetestowa¢ wysunieta hipotezg, wykorzystatam publicznie dostgpne zestawy
danych RNA-Seq zdeponowane w bazie danych DMseq (http://www.dmseq.org/) (Wang et al.
2019). Do analizy wybratam tylko dane, ktére zostalty wygenerowane w ramach tej samej
procedury, gdzie biblioteki przygotowano z catkowitego RNA pozbawionego rRNA,

1 zastosowano sekwencjonowanie Illumina typu pair-end. Ostatecznie przebadalam dwa
zestawy danych najliczniej reprezentowane w bazie. Probki byly uzyskane z dwoch réznych
migséni szkieletowych, czworogtowego uda (ang. quadriceps femoris, QF; 23 probki, 11 probek
kontrolnych i 12 probek DMI) i piszczelowego przedniego (ang. tibialis anterior, TA,;
27 probek, 6 probek kontrolnych i 21 probek DMI1). Zgodnie z wynikami uzyskanymi
wczesniej, poziomy akumulacji circRNA znormalizowalam wzgledem liczby odczytow
mapujacych do genéw ACTB 1 GAPDH.

W sumie w probkach QF wykrylam 22 816 roznych circRNA, z czego 4 168 (18%)
sklasyfikowatam jako powtarzalne, potwierdzone przez co najmniej pig¢ odczytow typu back-
splice w co najmniej dwoch probkach, a 152 (0,7%) sklasyfikowalam jako powszechne, obecne
we wszystkich lub wszystkich oprdcz jednej probkach kontrolnych/DM1. W przypadku probek
TA tacznie zidentyfikowatam 38 403 circRNA, z czego 7 537 (20%) powtarzalnych 1 403 (1%)
powszechnych. Porownanie globalnego poziomu akumulacji wszystkich circRNA w kontroli
1 w probkach DM1, ujawnito istotnie zwigkszony poziom circRNA w DM1 (p = 0,004 w QF
ip < 0,0001 w TA), Rysunek 3 z publikacji H4. Co wazne, podobne réznice nie zostaty
zaobserwowane dla ich liniowych odpowiednikow (p = 0,6 i p = 0,1 odpowiednio w QF i TA).
Zwigkszony poziom circRNA w probkach DMI1 byl réowniez widoczny w grupach
»powszechnych” circRNA. Aby wykluczy¢, ze obserwowane zmiany poziomu circRNA
sg wynikiem wzrostu lub spadku transkrypcji liniowych prekursoro6w, znormalizowatam
réwniez poziom circRNA w stosunku do odpowiadajacych im liniowych transkryptow.
Ponownie, wyniki wykazaty, wyzsze poziomy circRNA w probkach DM1 niz w probkach
kontrolnych (prawe wykresy na Rysunku 3 z publikacji H4). Dodatkowo, przy uzyciu
wygenerowanych danych, przeanalizowatam r6znicowa akumulacje circRNA w DM1. Analiza
ta ograniczalam tylko do zbiorow circRNA wystepujacych powszechnie we wszystkich lub
wszystkich précz jednej probkach kontrolnych/DM1 (n= 152 w QF in =403 w TA). Zar6wno
w QF, jak 1 TA, zmiany w poziomach circRNA obliczone na podstawie danych
normalizowanych obydwiema metodami byly wysoce skorelowane, wskazujac, ze zmiany
poziomu circRNA nie zalezag od poziomu ekspresji genow, z ktorych sa generowane. Jak
pokazano na Rysunku 4 z publikacji H4, warto$ci zmian akumulacji sa znacznie przesunigte
w kierunku wartosci dodatnich, wskazujacy na wigcej circRNA o podwyzszonym poziomie


http://www.dmseq.org/

ANNA PHILIPS AUTOREFERAT ZAY ACZNIK 4

w probkach DM1. Ten efekt jest zgodny z zaobserwowanym wczesniej globalnym wzrostem
poziomu circRNA w DM1 (zarowno w QF, jak i TA).

Przeprowadzona analiza wykazata, ze globalny poziom circRNA w DMI jest
podwyzszony. Dzigki zastosowanemu protokotowi analizy danych, a w szczego6lnosci, dzigki
zastosowaniu réznych metod normalizacji (wzgledem liczby odczytéw mapujacych do genow
ACTB i GAPDH; wzgledem globalnej liczby mapujacych odczytow; oraz wzgledem liczby
odczytow mapujacych do liniowych odpowiednikéw circRNA) udato mi si¢ wykazac,
ze wzrost poziomu circRNA w DM1 nie jest wynikiem zmian globalnego poziomu transkrypcji
czy podwyzszenia ekspresji ich liniowych odpowiednikow. Otrzymane w niniejszym badaniu
wyniki tym samym poddajg w watpliwos$¢ role MBNL jako czynnika odgrywajacego istotng
role w biogenezie circRNA u cztowieka. Warto jednak zauwazy¢, ze podwyzszony globalny
poziom circRNA jak i podwyzszony poziom indywidualnych circRNA w DMI1 okazal si¢
dobrze korelowa¢ z ostroscig przebiegu choroby co implikuje potencjalne wykorzystanie
circRNA jako biomarkerow w DM1.

POTENCJAL

Opracowana metoda analizy danych RNA-seq do badan circRNA u A. thaliana moze
zosta¢ w latwy sposob rozszerzona na badania circRNA w innych uktadach biologicznych.

Zidentyfikowane powtarzalne circRNA ktore sa specyficzne tkankowo jawia sie jako
atrakcyjni kandydaci do badan funkcjonalnych. Moje wyniki moga prowadzi¢ do dalszych
badan nad circRNA specyficznymi dla narzadéw czy tkanek, a w szczeg6lnosci nad ich funkcja.
Ponadto, mogg my¢ punktem wyjsciowym do prac nad odkryciem mechanizmow, ktore kieruja
przelaczaniem migdzy tworzeniem si¢ kolistych i liniowych transkryptow.

Uzycie mutantdw A. thaliana o zmienionych fenotypach, moze w przysztosci utatwié
kolejne badania funkcjonalne circRNA. Na przyklad w przypadku niedoboru circRNA
u mutanta typu knockout mozliwe byloby wprowadzenie go sztucznie i natychmiastowe
obserwowanie jego efektow fenotypowych.

Identyfikacja nieznanych czynnikéw zaangazowanych w splicing i wspierajacych
produkcje circRNA ma ogromne znaczenie dla zrozumienia mechanizmow lezacych u podstaw
niekanonicznego laczenia eksondéw. Otrzymane wyniki moga przyczyni¢ si¢ do lepszego
zrozumienia 1 identyfikacji nowych mechanizmoéw regulacji ekspresji genow.

Baza danych ktora pozwala na analiz¢ 1 porownanie danych o circRNA z r6znych
zrodel, pozwoli naukowcom =z calego $wiata na wykorzystanie wynikow badan
wygenerowanych przez inne grupy, co wczesniej nie byto mozliwe. At-C-RNA to obecnie
jedyne zrodto, w ktorym dane z rdznych eksperymentow zostaly ponownie przeanalizowane,
ustandaryzowane 1 ujednolicone.

Badanie wptywu niedoboru czynnika uwazanego za bioracego udzial w biogenezie
niektorych circRNA niewatpliwie przyczyni si¢ do dalszych badan i weryfikacji jego wptywu
na produkcje circRNA, a takze na weryfikacj¢ hipotezy powstawania tych czasteczek przy
udziale biatek z rodziny MBNL.
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4. OMOWIENIE POZOSTALYCH OSIAGNIEC NAUKOWO-BADAWCZYCH

Na przestrzeni mojej pracy naukowej, moje badania dotyczytly zastosowania i rozwoju
narzedzi bioinformatycznych w celu poznania i zrozumienia zjawisk 1 proceséw biologicznych.

W przesztosci pracowalam nad stworzeniem metod komputerowych, ktére pozwalatyby
na przewidzenie miejsca wigzania jonéw metali 1 ligandow w strukturach biatek i RNA.
Podczas studiéw magisterskich na wydziale Fizyki UAM, pod kierunkiem pana dr. Leszka
Rychlewskiego, stworzylam meta-metode oceniajaca rézne konformacje przestrzenne
kompleksu biatko-ligand na podstawie czastkowych ocen uzyskanych z sze$ciu znanych
programéw do dokowania. Ocena opracowanej meta-metody, nazwanej HarmonyDock dawata
lepsze wyniki (mniejsze RMSD do struktury natywnej) anizeli kazdy z programéw dokujacych
zastosowany osobno. Wyniki moich badan zostaly zawarte w publikacji N14. Badania nad
strukturami biomolekul, kontynuowatam podczas studiow doktoranckich na wydziale Biologii
UAM, pod kierunkiem pana prof. dr. hab. Janusza Bujnickiego, mi¢dzy innymi w ramach
grantu PRELUDIUM NCN, ktorego bytam kierownikiem. Opracowatam wtedy anizotropowy
potencjat statystyczny, ktory wyrdznial si¢ wysoka wiarygodnos$cia dzigki zastosowaniu nie
tylko parametru odleglo$ci migdzy atomami, ale takze parametru orientacji przestrzennej
(kata). Potencjat ten nastepnie zaimplementowatam w dwoch programach. MetalionRNA jest
metoda stuzaca do przewidywania miejsc wigzania jonéw metali w strukturach RNA, natomiast
LigandRNA pozwala na ocen¢ komplekséw RNA-ligand. Opracowanie tych narzedzi,
pozwolito na badanie zaleznosci migdzy RNA a oddziatujacymi z nim czasteczkami. Narzedzia
moga zosta¢ wykorzystane do identyfikacji potencjalnych lekéw np. antybiotykow. Badania
prowadzone przeze mnie w trakcie doktoratu zaowocowaly czterema publikacjami
w renomowanych czasopismach naukowych (N10, N11, N12, N13) oraz pracg doktorska, ktora
obronitam z wyrdznieniem i zostata ona uznana przez Polskie Towarzystwo Bioinformatyczne
jako najlepszy doktorat z bioinformatyki w 2013 roku.

Nastepnie, podczas pracy w ICHB PAN gltéwnym tematem moich badan byty koliste
czasteczki RNA w roslinach. Na te prace przyznano mi grant SONATA NCN, a jej wyniki,
w postaci cyklu publikacji, stanowig moje osiggni¢cie naukowe prezentowane w niniejszym
wniosku. Pokrotce, poczatkowo zajetam si¢ identyfikacja circRNA u A. thaliana, gdyz w
czasie, gdy zaczynatam swoje badania czasteczki te byly bardzo stabo poznane 1 opisane w
roslinach. Opracowatam wtedy metode do identyfikacji i standaryzacji danych circRNA, ktora
poOzniej postuzyta do ponownego przeanalizowania publicznie dostepnych zbioréw danych. W
wyniku tego powstata baza danych (http://plantcircrna.ibch.poznan.pl/), ktéra umozliwia
analiz¢ 1 porownanie danych o circRNA z réznych Zrddel, co wczesniej nie bylo mozliwe.
Wykazalam tez, ze wigkszo$¢ circRNA u A. thaliana jest produkowana w sposob losowy i
zaproponowatam metode umozliwiajaca oddzielenie tych circRNA od takich produkowanych
W sposob powtarzalny, gdyz tylko takie czasteczki moga peti¢ biologiczne funkcje. Nastgpnie
zajetam sie identyfikacja czynnikéw genetycznych uczestniczacych w biogenezie circRNA.
Wykazatam, ze mutanty ro$liny pozbawione genow cbp80, c2h2, 1 flk akumulujg wigcej
circRNA, co moze wskazywac na udziat produktow tych genéw w regulacji ekspres;ji circRNA.
Pokazatam tez, ze niedobor czynnika uwazanego za promotora powstawania circRNA, biatka
z rodziny muscleblind, nie doprowadzit do zmniejszenia produkcji circRNA w warunkach
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in vivo, tj. w tkankach migsni ludzi chorych na dystrofi¢ miotoniczng typy 1. Wiarygodna
identyfikacja i1 oznaczenie ilosciowe circRNA u roélin oraz identyfikacja czynnikow
zaangazowanych w ich biogeneze przyczyni si¢ do wlasciwego zrozumienia uniwersalnych
zasad, ktére rzadza powstawaniem tych RNA w roznych krolestwach, oraz znaczenia circRNA
w szerokim konteks$cie ewolucyjnym.

Rownolegle z badaniami nad circRNA rozwijalam swoje zainteresowania tematyka
mikrobioméw. Poczatkowo zajmowatam si¢ badaniem sktadu bakterii w kopalnych szczatkach
ludzkich i pokazatam, ze poza wystepujacymi powszechnie bakteriami $rodowiskowymi,
mozliwa jest identyfikacja kopalnych szczepow, typowych dla jamy ustnej czlowieka.
Opracowalam metode identyfikacji tych bakterii, a takze walidacji ich wieku za pomoca analiz
modyfikacji i zniszczen DNA. Wykazalam, ze czas przechowywanie szczatkéw w magazynie,
wiek prob czy stanowisko archeologiczna na jakim zostaty pobrane nie maja wplywu na ilos¢
kopalnych bakterii zachowanych w prébie. Badania poréwnawcze starozytnych
i wspolczesnych genoméw bakterii dostarczaja waznych informacji na temat pochodzenia
i ewolucji bakterii, zwlaszcza w kontek$cie czynnikéw wirulencji i adaptacji do organizmu
zywiciela w wyniku zmiany diety i nawykow higienicznych. Wyniki tych badan byly
przedmiotem trzech publikacji (N5, N7, N9) w renomowanych czasopismach naukowych oraz
zaowocowaly wspotautorstwem w dwoch monografiach (N1, N2). W tamtym czasie
nawigzalam tez wspolprace z grupa z Uniwersytetu w Louisville, ktora specjalizuje si¢
w badaniu patogendw jamy ustnej. W wyniku tej wspotpracy zrekonstruowatam cztery kopalne
genomy bakterii Tannerella forsythia 1 poréwnatam je ze genomami wspotczesnych
T. forsythia. Ujawnito to istotne roznice w sekwencjach niektérych gendw zwigzanych
z wirulencjg tej bakterii (publikacja N5).

Obecnie, w mojej samodzielnej pracy badawcze] jako kierownik Pracowni
Bioinformatyki w ICHB PAN dalej rozwijam badania nad mikrobiomami. Wspdlnie
z partnerem biznesowym, firmg Ardigen SA, otrzymalam grant NCBR ,,Mapa mikrobiomu
Polski” na stworzenie referencyjnego zbioru mikrobioméw przewodu pokarmowego Polakow.
Zbior ten bedzie punktem wyjscia do wielu badan nad relacja migdzy sktadem bakteryjnym
jelit a stylem zycia, dieta, chorobami, a takze odpowiedzig pacjentow na immunoterapie, gdyz
projekt zaklada rowniez przebadanie grupy pacjentéw onkologicznych. Powstanie tego zbioru
danych i stworzenie sieci korelacji pomigdzy mikrobiomem a szeregiem cech fenotypowych,
stylem zycia jaki dana osoba prowadzi, czy tez chorobami, a w szczego6lnosci skuteczno$cig
terapii immunologicznej otwiera nowy rozdziat w badaniach nad zrozumieniem mechanizméow
wplywu mikrobiomu jelit na nasz organizm. Dotychczas badania zaowocowaty zgloszeniem
patentowym P1 oraz dwoma publikacjami, z ktorych jedna znajduje si¢ w recenzji czasopisma
Scientific Reports, a druga jest w przygotowaniu.

W ramach wspotpracy z fizykami, chemikami, biologami i lekarzami w kraju
1zagranicg, zaangazowana jestem dodatkowo w kilka projektow badawczych
o interdyscyplinarnym charakterze, w ktorych stuze wiedzg i doswiadczeniem w wyborze,
projektowaniu i interpretacji wynikdw analiz bioinformatycznych. Przykladowo, w wyniku
wspotpracy z grupa z Wydzialu Biologii Uniwersytetu im. A. Mickiewicza w Poznaniu
powstaly dwie publikacje (N4, N6), w ktorych przeanalizowatam sktad bakteryjny $ciekow
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przed, w trakcie 1 po oczyszczaniu. Dzigki temu badaniu udato si¢ wykaza¢ istotne roznice
w analizowanych grupach. W szczeg6lnos¢ prace dowiodly, ze oczyszczanie S$ciekow
zmniejsza znaczaco liczbe bakterii, ale rownocze$nie w Sciekach po oczyszczeniu znajduje si¢
wiecej szczepOw antybiotykoopornych. Oczyszczalnie sprzyjaja wigc transmisji genow
zwigzanych z antybiotykoopornoscia, co jest zjawiskiem bardzo niekorzystnym, niesie bowiem
ze sobg duze zagrozenie dla zdrowia i zycia ludzi.

v. INFORMACJA O WYKAZYWANIU SIE ISTOTNA AKTYWNOSCIA
NAUKOWA ALBO ARTYSTYCZNA REALIZOWANA W WIECEJ NIZ JEDNEJ
UCZELNI, INSTYTUCJI NAUKOWEJ LUB INSTYTUCJI KULTURY, W
SZCZEGOLNOSCI ZAGRANICZNE]J.

Dorobek naukowy jaki posiadam wigze si¢ z moja pracg w trzech jednostkach badawczych.

1. Uniwersytet im. Adama Mickiewicza w Poznaniu, na ktérym ukonczylam studia
doktoranckie i uzyskatam tytut doktora w 2013 roku. Podczas swojej pracy przyznano mi grant
PRELUDIUM NCN.

2. Migdzynarodowy Instytut Biologii Molekularnej i Komoérkowej w Warszawie, gdzie
w latach 2010-2012 bylam zatrudniona w grancie TEAM prof. dr. hab. J. Bujnickiego.
Zajmowatam si¢ modelowaniem oddzialywa¢ RNA-ligand.

3. Po uzyskaniu stopnia doktora, od 2014 roku pracuj¢ w ICHB PAN, gdzie realizuj¢
wlasne projekty oraz projekty wramach krajowych i migdzynarodowych wspotprac.

W szczegolnoscei:

e (Od 2018 roku wspdlpracuj¢ z grupa pana prof. Jana Potempy z Department of Oral
Immunity and Infectious Diseases, University of Louisville School of Dentistry. Jest to
stata wspoOlpraca eksperymentalna i koncepcyjna. Dotyczy gtéwnie badan mikrobiomu
jamy ustnej, ze szczegdlnym uwzglednieniem ewolucji czynnikéw patogennych.
Wspotpraca zaowocowata juz publikacja naukowg w renomowanym czasopi$mie
mig¢dzynarodowym NS5. Planowany byl takze moj staz w grupie pana prof. Potempy
w celu kontynuacji badan, jednak ze wzgledu na pandemig¢ COVID-19 jest stale
przektadany na okres pozniejszy.

e Jako wykonaweca interdyscyplinarnego grantu SYMFONIA NCN (kierownik prof. dr.
hab. M. Figlerowicz, ICHB PAN — lider) wspotpracowatam z pozostatymi jednostkami
wchodzacymi w sktad konsorcjum realizujacego grant, tj. Instytutem Antropologii
UAM oraz grupa prof. Jasinskiego z Wydziatu Historii UAM. Prowadzone badania
zaowocowaly szeregiem wspolnych publikacji (N1, N2, N5, N7, N9), wystagpien
konferencyjnych oraz wspolng organizacja konferencji naukowych. We wszystkich
wymienionych aktywnosciach bralam czynny udzial. M6; wktad w realizacje grantu
polegal na zastosowaniu nowoczesnych metod obliczeniowych do uzyskania
odpowiedzi na zagadnienia historyczne. Np. badania kopalnego DNA pozwolily na
odpowiedz na pytanie o pochodzenie genetyczne naszej populacji. Zastosowane metody
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VI.

wniosly nowa jako$¢ do badan antropologicznych i historycznych na polskich
uczelniach.

0d 2019 roku wspotpracuje stale z grupa pani prof. dr hab. Joanny Mokrackiej (Wydziat
Biologii UAM). W wyniku tej wspdlpracy powstaly dotychczas dwie publikacje (N4
1 N6), w ktorych przeanalizowatam sktad bakteryjny $ciekow przed, w trakcie 1 po
oczyszczaniu. Warto nadmieni¢, ze pani dr Nicoletta Makowska, pierwsza autorka obu
prac po obronie swojej pracy doktorskiej na UAM uzyskata grant SONATINA NCN,
ktory realizuje w moim zespole.

Ponadto pelitam funkcje¢ promotora dwoch prac magisterskich na UAM 1 PP oraz
recenzenta pracy licencjackiej na PP.

INFORMACIJA O OSIAGNIECIACH DYDAKTYCZNYCH,

ORGANIZACYJIJNYCH ORAZ POPULARYZUJACYCH NAUKE LUB SZTUKE.

1. OSTAGNIECIA DYDAKTYCZNE

Po uzyskaniu stopnia doktora:

Do tej pory pod moja opieka znajdowato si¢ dwoje doktorantdw — pani Katarzyna Nowis
1 pan Michal Stelmaszczuk. Osoby te byly zatrudnione w kierowanym przeze mnie
grancie SONATA NCN majacym na celu badanie kolistych RNA u 4. thaliana. Po
uzyskaniu stopnia doktora habilitowanego chcialabym zosta¢ ich promotorem.

Bytam promotorem dwoéch prac magisterskich:

o Bogny Kuczkowskiej, temat pracy: , Identyfikacia mikroorganizmow
towarzyszqcych  kopalnym — materiatom  kostnym”, UAM, kierunek
Bioinformatyka, 2016. Ocena: bardzo dobra. Wspodlpraca ta zaowocowata
wspolng publikacja w GigaScience, N9.

o Kai Chmielewskiej, temat pracy: ,, Porownywanie dostepnych metod do
identyfikacji kolistego RNA na podstawie danych z RNA-Seq” PP, kierunek
Bioinformatyka, 2016. Ocena: celujaca.

Za szczegblne osiagnigcie dydaktyczne uwazam fakt, Ze obie magistrantki, po obronie
prac dyplomowych, zdecydowaly si¢ kontynuowa¢ nauke na studiach doktoranckich.

Recenzowalam takze licencjat: Marek Justa, PP kierunek Bioinformatyka, 2016.

Opiekowatam si¢ dwoma stazystami.

Podczas doktoratu:

Opiekowatam si¢ dwoma projektami licencjackimi:
o Krzysztofa Formanowicza, UAM kierunek Bioinformatyka, 2011.
o Fryderyka Koztowskiego, UAM kierunek Bioinformatyka, 2011.
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2. OSTAGNIECIA ORGANIZACYIJNE

e (d 2020 roku jestem kierownikiem Pracowni Bioinformatyki w ICHB PAN.

e Kierowatam projektami finansowanymi ze zrédet zewnetrznych.

©)

©)

Po wuzyskaniu stopnia doktora grantem NCN SONATA oraz grantem
strukturalnym NCBR (grant w konsorcjum z Ardigen SA).
Przed uzyskaniem stopnia doktora grantem NCN PRELUDIUM.

e W 2021 roku bytam cztonkiem zespoldw przygotowujacych materialy do oceny
instytutow PAN i ewaluacji jednostek naukowych, prowadzonej przez MNiSW w celu

kategoryzacji.

e W 2018 roku bytam cztonkiem komisji oceniajgcej pracownikéw ICHB PAN.

e Wspolorganizowalam cztery konferencje:

o

wFascinating World of Bioorganic Chemistry”, konferencja migdzynarodowa
dedykowana prof. A. Legockiemu z okazji 80 lecia, organizowana przez ICHB
PAN, Poznan, 12-13.11.2019.

, Piast & Premyslovci Meeting”, Poznan, 29-30.05.2018, konferencja
mig¢dzynarodowa organizowana przez ICHB PAN, UAM (Wydzial
Historyczny) oraz Instytut Archeologii Czeskiej Akademii Nauk w Pradze.
»DNA — jezyk Zycia”, Poznan, 27-28.10.2016, konferencja krajowa
organizowana przez ICHB PAN 1 PP.

wlradycje i nowoczesnos¢ - poczgtki panstwa polskiego na tle
srodkowoeuropejskim w badaniach interdyscyplinarnych”, Poznan, 10-
12.06.2015 - konferencja migdzynarodowa, organizowana przez Instytut
Historii 1 Instytut Prahistoriit UAM oraz ICHB PAN.

ViI. OPROCZ KWESTII WYMIENIONYCH W PKT. 1-6, WNIOSKODAWCA
MOZE PODAC INNE INFORMACIJE, WAZNE Z JEGO PUNKTU WIDZENIA,
DOTYCZACE JEGO KARIERY ZAWODOWE].

1. NAGRODY, WYROZNIENIA I STYPENDIA

e Stypendium Ministra Edukacji 1 Nauki dla wybitnych mtodych naukowcow, 2021.

e Nagroda ICHB PAN za najlepszg publikacje eksperymentalng w 2019 (N9).

e Nagroda Polskiego Towarzystwa Bioinformatycznego za najlepsza prac¢ doktorska
z bioinformatyki, 2014.

e Obrona pracy doktorskiej z wyrdznieniem, 2013.

e Stypendium dla doktorantéw Wojewodzkiego Urzedu Pracy w Poznaniu 2013/2014.
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e Zwickszenie stypendium doktoranckiego z dotacji projakosciowej UAM, lata 2011-
2013.

e Stypendium naukowe Wydzialu Biologii UAM (studia doktoranckie), lata 2010-2013.
e Nagroda Dziekana Wydziatu Biologii UAM za publikacje, 2012.

e Nagroda absolutoryjna Dziekana Wydzialu Fizyki UAM za bardzo dobre wyniki
w nauce, 2008.

e Stypendium naukowe Wydziatu Fizyki UAM (studia magisterskie), lata 2004-2008.
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