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Genomiczna charakterystyka dlugich niekodujacych RNA
w genomie danio pregowanego

Genomy kregowcoéw koduja tysigce dhugich niekodujacych RNA (IncRNA) —
transkryptow o dtugosci przekraczajacej 200 nukleotydow, ktére majg ograniczony potencjat
kodowania biatek. Pomimo rosngcej liczby IncRNA zaangazowanych w kluczowe procesy
biologiczne, ponad 97% z nich wcigz nie ma przypisanej funkcji. Modele zwierzece moga
odegrac istotng role w poznaniu biologicznych funkcji IncRNA, jednak powodzenie tych badan
w duzej mierze zalezy od jakos$ci adnotacji genomu. Chociaz danio preggowany (Danio rerio)
stat si¢ obiecujacym modelem krggowcoéOw do badania biologii IncRNA, jako$¢ adnotacji
jego genomu wcigz pozostaje znacznie gorsza w poréwnaniu z adnotacjami genéw u ludzi
I myszy, co istotnie ogranicza jego zastosowanie. Zadaniem tego projektu bylo opracowanie
kompleksowego i precyzyjnego katalogu genow IncRNA w genomie danio prggowanego.
W tym celu zoptymalizowano protokot CapTrap-CLS. Metoda CapTrap-seq, ktéra stuzy
do przygotowywania Dbibliotek pelnej dlugosci, wykazuje przewage w specyficznym
wzbogacaniu o transkrypty z kompletnymi koncami 5'1 3’, jednocze$nie skutecznie redukujac
ilo$¢ rybosomalnego RNA (rRNA). Zastosowanie CapTrap-seq U danio prggowanego znaczaco
poprawito adnotacj¢ miejsc rozpoczecia transkrypeji (TSS) dla biologicznie istotnych genow.
Ponadto, aby zwiekszy¢ detekcje stabo reprezentowanych IncRNA, CapTrap-seq potaczono
zmetodg Capture Long-read Sequencing (CLS) — ukierunkowang technikg
sekwencjonowania RNA, ktora taczy wychwytywanie RNA z sekwencjonowaniem dtugich
odczytow za pomoca platformy ONT (Oxford Nanopore Technologies). To podejscie
skutecznie wzbogacito IncRNA, znacznie zwigkszajac ich reprezentacje w bibliotekach
sekwencyjnych, co w efekcie doprowadzito do rozszerzenia referencyjnej adnotacji IncRNA
dla genomu danio pregowanego. Dodatkowo, ukierunkowane sekwencjonowanie RNA
Z regiondw pozycyjnie zachowanych pomiedzy cztowiekiem, mysza a danio prggowanym
ujawnito nowe izoformy transkryptow dla potencjalnie funkcjonalnych IncRNA oraz istotnie
poprawito detekcje nowych gendow w przestrzeniach miedzygenowych. Wynik ten podkresla
znaczenie pozycyjnej zachowawczosci jako efektywnej strategii w odkrywaniu nowych,
potencjalnie funkcjonalnych czasteczek IncRNA. Zoptymalizowana adnotacja genomu danio
pregowanego, stworzona w ramach tego projektu doktorskiego, stanowi solidng podstawe
do wzmocnienia biologicznej wartosci tego gatunku jako modelu zwierzgcego do badan

nad funkcja IncRNA.



