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STRESZCZENIE

Koliste czgsteczki RNA (circRNA, ang. circular RNA) zostaty odkryte juz
w latach 70. ubiegtego wieku. W przypadku roslin byt to wiroidowy RNA (Sanger i in.,
1976) a wprzypadku cztowieka transkrypt wystepujacy w cytoplazmie linii
komérkowej HeLa (Hsu i in., 1979). Jednakze, przez dtugi czas circRNA nie cieszyty
sie wiekszym zainteresowaniem badaczy, gdyz powszechnie sadzono, Zze ich
powstanie jest wynikiem btedéw aparatu splicingowego. Sytuacja ta ulegta zmianie
dopiero na poczatku XXI wieku wraz z powstaniem technik wysokoprzepustowego
sekwencjonowania nowej generacji (NGS, ang. next-generation sequencing), ktore
daty petniejszy wglad w strukture transkryptomoéw. Stwierdzono miedzy innymi, ze
circRNA sg zachowawcze ewolucyjnie i wystepujg powszechnie w organizmach
zywych. Obserwacje te pozwalajg przypuszczac, ze koliste transkrypty petnig istotne
funkcje biologiczne. W rezultacie liczba publikacji dotyczgcych circRNA zaczeta
gwattownie wzrastaé, wcigz jednak niewiele wiadomo na temat biogenezy i funkc;ji
tych czgsteczek szczegdlnie w odniesieniu do roslin.

Przeprowadzony przeglad literaturowy ujawnit szereg probleméw z jakimi
zmagajg sie badacze analizujgc circRNA u roslin. Pierwszym z nich okazat sie brak
standardowych protokotéw laboratoryjnych i bioinformatycznych dedykowanych
analizie circRNA. Powodowato to, ze autorzy wiekszosci prac jedynie identyfikowali
circRNA, nie przeprowadzajgc porownawczych analiz ich akumulacji w organach czy
ekotypach. Kolejnym problemem byt brak jednolitego sposobu deponowania
informacji na temat roslinnych circRNA w publicznie dostepnych bazach danych. Nie
istniata zatem mozliwos¢ bezposredniego poréwnywania juz zidentyfikowanych

circRNA oraz poziomow ich akumulacji w roznych organach czy liniach. Jak dotad



dostepne byly trzy bazy danych zawierajgce informacje na temat circRNA u
Arabidopsis thaliana. Repozytoria te udostepniajg informacje na temat circRNA,
catkowicie ignorujgc zagadnienia dotyczgce wiarygodnosci przeprowadzonych analiz
jakosciowych i ilosciowych.

W celu rozwigzania tych probleméw opracowatam protokoty bioinformatyczne
umozliwiajgce jakosciowg i iloSciowg analize circRNA wystepujacych w réznych
tkankach czy organach  roslin.  Stworzone  protokoty  zastosowatam
do scharakteryzowania circRNA w kwiatach, lisciach, korzeniach i siewkach
A. thaliana typu dzikiego (ekotyp Columbia, w skrécie Col-0) oraz do
zidentyfikowania biatek wptywajacych na biogeneze circRNA. Uzyskane wyniki
wskazujg, ze u A. thaliana wiekszo$¢ CcircRNA powstaje w procesach
stochastycznych regulowanych niezaleznie od transkrypc;ji liniowych odpowiednikow.
Poniewaz circRNA sg najprawdopodobniej produktami sktadania transkryptow, stad,
aby zidentyfikowaC biatka uczestniczace w ich biogenezie scharakteryzowalismy
circRNA powstajgce w mutantach A. thaliana pozbawionych pojedynczych genow
kodujgcych biatka splicingowe. Analizy circRNA w typie dzikim oraz 18 mutantach
typu knock-out ujawnity, ze wytgczenie trzech genow zwigzanych ze splicingiem
wywiera istotny wptyw na produkcje iakumulacje circRNA (mutanty: cbp80, flk,
c2h2). Brak biatek kodowanych przez te geny zaburzat proces sktadania
transkryptow i przyczyniat sie do wzrostu produkcji circRNA. Co wiecej, w przypadku
dwoch wariantow cbp80, c2h2 stwierdzilismy obecnos$¢ duzej liczby unikatowych
circRNA nie wystepujgcych w typie dzikim A. thaliana. Dodatkowo, opracowane
przeze mnie protokoty dedykowane badaniom circRNA wykorzystatam do analizy
publicznie dostepnych danych RNA-seq dla A. thaliana. Wszystkie uzyskane wyniki
zdeponowatam w stworzonej specjalnie w tym celu publicznej bazie danych
(http://plantcircrna.ibch.poznan.pl/). Tym samym powstata mozliwos¢ jakosciowej
i iloSciowej analizy porownawczej wszystkich circRNA  zidentyfikowanych

u A. thaliana.



