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Wronka D, Piwecka M (2024). Interrogation of RNA-bound proteome with XRNAX
illuminates molecular alterations in the mouse brain affected with dysmyelination. Cell
Reports, 44(1):115095. doi: 10.1016/j.celrep.2024.115095, PMID: 39709601.

(IF2024 ang. impact factor) — 7,5; MNiSWa2024 — 200)

Zacharjasz J*, Sztachera M*, Smuszkiewicz M, Piwecka M (2024). Micromanaging
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(IF2024 — 3,0; MNiSWa2024 — 100)

* rownorzedny pierwszy autor

Sztachera M, Wendlandt-Stanek W, Piwecka M (2025). Protocol for brain tissue
processing and downstream analysis of RNA-protein interactions in vivo in tissues.
STAR Protocols (ID: STAR-PROTOCOLS-D-25-00179), manuskrypt wstepnie

zaakceptowany, na etapie drobnej rewizji.

Manuskrypty w przygotowaniu:

Sztachera M, Kolinski M, Piwecka M. Insights into non-coding transcriptome afforded
by studying RNA-protein interactions.

Zacharjasz J, Smuszkiewicz M, Katuzna E, Sztachera M, Piwecka M. miRNA
regulation in space and time in the postnatal mouse pituitary gland and endocrine cell

lines.

Wyroéznienia naukowe, otrzymane nagrody, inne:

Pierwszy autor:

24-27.06.2025 (Poznan, Polska), wyroznienie w postaci zakwalifikowania do
wygloszenia prezentacji ustnej podczas konferencji miedzynarodowej ,,2nd Polish
RNA Biology Meeting”, wystapienie pt.: “Catch me if you can: Unveiling circRNA
functions through capturing RNA-protein interactions”.

07-09.10.2024 (Bazylea, Szwajcaria), wyroznienie w postaci zakwalifikowania do

wygloszenia prezentacji ustnej podczas konferencji miedzynarodowej “Non-coding



RNA World 2024: Exploring Mechanisms, Designing Medicines”, tytul wystapienia:
»Insight Into MBNLI1-Dependent Splicing Perturbation and Circular RNA
Dysregulation in the Dysmyelinated Mouse Brain Afforded by RNA-Protein
Interactome Study”.

28-30.09.2023 (Warszawa, Polska), wyroznienie w postaci zakwalifikowania do
wygloszenia prezentacji ustnej podczas konferencji mi¢edzynarodowe;j ,,Polish RNA
Biology Meeting”, wystapienie pt.: “Investigation of RNA-protein interactions and
brain-specific RBPome in the mouse brain tissue”.

19-21.11.2021 (Poznan, Polska), nagroda za najlepszy poster “Best Poster Award”
podczas mi¢dzynarodowej konferencji naukowe;j ,,The International Conference of the
Centenary of Natural Sciences Club of Adam Mickiewicz University”, plakat
1 wystapienie ustne pt.: ,,XRNAX as a method to study RNA interactome in the adult
mouse brain”.

08.2021 (Rungstedgaard, Dania), stypendium/ travel grant na uczestnictwo
w konferencji migdzynarodowej ,,RNA Mechanisms and Brain Disease”, plakat oraz
krotka prezentacja typu ,,flash talk” pt.: ,,Identification of circRNAs functions in the
mouse brain by studying their interactions with proteins”.

Wyroéznienie przez firme¢ Bio-Techne (Minnesota, USA) zdjecia mikroskopowego.
Zdjecie zostato zaprezentowane w kalendarzu: 2023 Art of RNAscope Calendar.
09.2022 kurs letni MaxQuant Summer School 2022 w Barcelonie “13th International

Summer School On Computational Mass Spectometry-Based Proteomics”.

Wspotautor:

09.2023 (Szczecin, Polska) Nagroda im. Wtodzimierza Mozotowskiego dla mtodych
biochemikow w sesji posterowej podczas konferencji naukowej ,,5th BIO Congress”
w Szczecinie. Tytut plakatu naukowego: ,,The dynamics of miRNAs Expression in the
postnatal mouse pituitary gland and insights into cell-type specific miRNA regulation
in pituitary gland” (Autorzy: Julian Zacharjasz, Ewelina Katuzna, Marta Sztachera,
Monika Piwecka).
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Lista skrotow

4SU

SEU

6SG

ALS

ASO

BL

BS

BSJ

CARPID

cDNA
Cdrlas
CELF2
CHART

ChIRP-MS

cCiRNA
circRNA
CLIP

CLIP-seq

CRUIS

CSD
dCas9
DM
DNA
dsRBD

4-tiourydyna (ang. 4-thiouridine)

5-etynylourydyna (ang. 5-ethynyluridine)

6-tioguanozyna (ang. 6-thioguanosine)

stwardnienie zanikowe boczne (ang. amyotrophic lateral sclerosis)
antysensowne oligonukleotydy (ang. antisense oligonucleotides)

ligaza biotynowa (ang. biotin ligase)

splicing wsteczny (ang. backsplicing)

potaczenie typu backsplice (ang. backsplice junction)

wychwytywanie RNA-biatko z uzyciem CRISPR/CasRx (ang. CRISPR-
assisted RNA—protein interaction detection method)

komplementarny DNA (ang. complementary DNA)

antysensowny RNA Cdr1 (ang. Cdrl antisense RNA)

ang. CUGBP, Elav-like family member 2

analiza hybrydyzacji z wychwytem RNA (ang. RNA capture hybridization
analysis)

izolacja chromatyny poprzez oczyszczanie RNA sprz¢zona ze spektrometria
masowa (ang. chromatin isolation by RNA purification followed by mass
spectrometry)

introniczne koliste RNA (ang. intronic circular RNA)

koliste RNA (ang. circular RNA)

immunoprecypitacja poprzedzona sieciowaniem UV (ang. cross-linking and
immunoprecipitation)

sekwencjonowanie  polaczone z  CLIP  (ang. cross-linking
immunoprecipitation followed by high-throughput sequencing)

system wychwytywania RNA oparty na CRISPR (ang. the CRISPR-based
RNA-united interacting system)

domena cold shock (ang. cold shock domain)

katalitycznie nieaktywna nukleaza Cas9 (ang. dead Cas9)

dystrofia miotoniczna (ang. myotonic dystrophy)

kwas deoksyrybonukleinowy (ang. deoxyribonucleic acid)

dwuniciowa domena wigzaca RNA (ang. double-stranded RNA-binding

domain)
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EcircRNA
eCLIP

eRIC
EIF4A3
ElcircRNA
FA

FUS

FTD
FXTAS
gRNA
HARD-AP

HITS-CLIP

HK
hnRNP Al

hnRNP R

HYPR-MS

ICS

IDR

iDRIiP

eksonowe koliste RNA (ang. exonic circular RNA)

ulepszona metoda CLIP-seq (ang. enhanced crosslinking and
immunoprecipitation)

wzmocnione wychwytywanie interakcji RNA-biatko (ang. enhanced RNA
interactome capture)

eukariotyczny czynnik inicjacji translacji 4A-I11 (ang. eukaryotic initiation
factor 4A-111)

eksonowo-introniczne koliste RNA (ang. exon-intron circular RNA)
formaldehyd (ang. formaldehyde)

ang. fused in sarcoma protein

otepienie czotowo-skroniowe (ang. frontotemporal dementia)

zespoOt drzenia i ataksji zwigzany z tamliwym chromosomem X (ang. fragile
X-associated tremor/ataxia syndrome)

ang. guide RNA

ang. high-affinity RNA-binding domain Affinity Purification

CLIP z wysokoprzepustowym sekwencjonowaniem (ang. high-throughput
sequencing of RNA isolated by crosslinking immunoprecipitation)

gen referencyjny (ang. housekeeping gene)

heterogenna rybonukleoproteina jadrowa Al (ang. heterogeneous nuclear
ribonucleoprotein Al)

heterogenna rybonukleoproteina jadrowa R (ang. heterogeneous nuclear
ribonucleoprotein R)

hybrydyzacja 1 oczyszczanie kompleksow RNA-biatko sprzezone ze
spektrometria masowa (ang. hybridization purification of RNA-protein
complexes followed by mass spectrometry)
intronowe sekwencje komplementarne (ang. intronic complementary
sequences)

region nieuporzadkowany strukturalnie (ang. intrinsically disordered
region)

identyfikacja biatek bezposrednio oddziatujgcych z RNA (ang. identification
of proteins directly interacting with RNA)

immunofluorescencja (ang. immunofluorescence)
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IGF2BP1

incPRINT

ISH

IRES

KH
LC-MS/MS

LEAP-RBP
lincRNA

LNA
INcRNA
mM6A
MiRNA
MBP
MBNL1
MRNA
NcRNA
NLS
OOPS
ORF
OUN/ CNS
PCBP1
pCLAP
PCR
PFA
PLP
PNA
PTEX
gPCR

biatko wigzagce mRNA insulinopodobnego czynnika wzrostu 2 (ang. insulin-
like growth factor 2 mRNA-binding protein 1)

wychwytywanie interakcji biatko-RNA w komorce (ang. in cell protein-RNA
interaction)

hybrydyzacja in situ (ang. in situ hybridization)

wewngtrzne miejsce wigzania rybosomu (ang. internal ribosome entry site)
domena biatkowa K-homology (ang. K homology domain)

spektrometria mas sprz¢zona z chromatografia cieczowa (ang. liquid
chromatography-tandem mass spectrometry)

ang. liquid-emulsion-assisted-purification of RNA-bound protein

duze migdzygenowe niekodujace RNA (ang. large intergenic noncoding
RNAs)

ang. locked nucleic acid

dhugie niekodujace RNA (ang. long non-coding RNA)

Né-metyloadenozyna (ang. N®-methyladenosine)
mikroRNA (ang. microRNA)

zasadowe biatko mieliny (ang. myelin basic protein)

biatko muscleblind 1 (ang. muscleblind like splicing regulator 1)
informacyjny RNA (ang. messenger RNA)

niekodujace RNA (ang. non-coding RNA)

sygnat lokalizacji jadrowej (ang. nuclear localization sequence)

ang. orthogonal organic phase separation

otwarta ramka odczytu (ang. open reading frame)

osrodkowy uktad nerwowy (ang. central nervous system)

biatko wigzace poli(rC) 1 (ang. poly(rC)-binding protein 1)

ang. peptide cross-linking and affinity purification

reakcja tancuchowa polimerazy (ang. polymerase chain reaction)
paraformaldehyd (ang. paraformaldehyde)

biatko proteolipidowe (ang. proteolipid protein)

kompleks peptydowo-nukleinowy (ang. peptide-nucleic acid)

ang. phenol toluol extraction

ilosciowa reakcja tancuchowa polimerazy (ang. quantitative polymerase

chain reaction)
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RAPID
RAP-MS

RBD
RBP
RBD-ID

RI

RIC
RIP
RIP-seq

RNA
RNaza
RNaza R
RNP
Rpm
RRM
rRNA
RT
RT-PCR

SM
SNRNA
SSRNA
STAMP
TDP-43
TRIBE
tRNA
UTR
uv
VvIPR

ang. RNA—protein interaction detection

Oczyszczanie z antysensownym RNA polaczone ze spektrometria masowa
(ang. RNA antisense purification coupled with mass spectrometry)

domena wigzgca RNA (ang. RNA-binding domain)

biatko wiagzace RNA (ang. RNA-binding protein)

identyfikacja regionéw wigzacych RNA metoda proteomiczng (ang.
proteomic identification of RNA-binding regions)

zatrzymany intron (ang. retained intron)

metoda wychwytywania interaktomu RNA (ang. RNA interactome capture)
immunoprecypitacja RNA (ang. RNA immunoprecipitation)
sekwencjonowanie potaczone z RIP (ang. RNA immunoprecipitation
sequencing)

kwas rybonukleinowy (ang. ribonucleic acid)

rybonukleaza (ang. ribonuclease)

rybonukleza R (ang. ribonuclease R)

kompleks rybonukleoproteinowy (ang. ribonucleoprotein)

obroty na minute (ang. revolutions per minute)

motyw rozpoznajacy RNA (ang. RNA recognition motif)

rybosomalny RNA (ang. ribosomal RNA)

odwrotna transkrypcja (ang. reverse transcription)

odwrotna transkrypcja z reakcja tancuchowag polimerazy (ang. reverse
transcription polymerase chain reaction)

stwardnienie rozsiane (ang. multiple sclerosis)

maty jadrowy RNA (ang. small nuclear RNA)

jednoniciowe RNA (ang. single-stranded RNA)

ang. surveying targets by APOBEC-mediated profiling

biatko TDP-43 (ang. transactivation (TAR) DNA-binding protein 43 kDa)
ang. targets of RNA-binding proteins identified by editing

transportujace RNA (ang. transfer RNA)

region mRNA nieulegajgcy translacji (ang. untranslated region)
promieniowanie ultrafioletowe (ang. ultraviolet)

badanie interakcji RNA-biatko in vivo przez RNA pull-down (ang. in vivo

interactions by pull-down of RNA)
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WT

XPO2
XRNAX
XRNAX B
XRNAX H

ZnF

typu/ szczepu dzikiego (ang. wild-type)

eksportyna-2 (ang. exportin-2)

ang. protein-crosslinked RNA extraction

metoda XRNAX poprzedzona homogenizacja przez biopulweryzacje
metoda XRNAX poprzedzona homogenizacja w homogenizatorze
Dounce’a

motyw palca cynkowego (ang. zinc finger domain)
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Streszczenie

Bialka wigzace RNA (RBP) biorg udziat w regulacji wigkszos$ci procesow zwigzanych
z funkcjonowaniem RNA w komorkach. Agregacja RBP, zmiany lokalizacji komoérkowej tych
biatek oraz zaburzenia w interakcjach RNA-biatko zostaly powigzane z patogenezg niektorych
chorob neurologicznych. W ostatnich latach odkryto, ze RNA, w tym liczne niekodujagce RNA
(ncRNA) rowniez moga wptywaé na funkcje i1 lokalizacje RBP, np. wykazano, ze niektore
koliste RNA (circRNA) ksztattuja aktywno$¢ tych biatek, dziatajac jako stabilizatory lub
uczestniczac w ich transporcie. Chociaz opisano kilka istotnych interakcji circRNA z biatkami
w uktadzie nerwowym, funkcje wigkszosci endogennych circRNA i makromolekut, ktére
z nimi oddzialujg pozostaja nieznane.

Pomimo rozwoju nowych metod badania kompleksow RNA-biatko, wigkszo$¢ z nich
zostata zoptymalizowana do pracy na liniach komérkowych. W niniejszej pracy doktorskiej
skoncentrowatam si¢ na zoptymalizowaniu wysokoprzepustowych metod badania interakcji
RNA-biatko bezposrednio w tkance, tak by umozliwi¢ rozpoznanie i analiz¢ natywnych
interakcji RNA-RBP wystepujacych w warunkach in vivo. Gtéwnymi celami zastosowania
opracowywanych przez mnie metod byta charakterystyka puli biatek RBP w m6zgu myszy oraz
przyblizenie funkcji endogennych kolistych RNA wzbogaconych w mozgu w poréwnaniu do
innych tkanek.

W pierwszej czesci pracy zaadaptowatam metodg XRNAX do identyfikacji interaktomu
catkowitego RNA z biatkami w tkance mozgowej myszy szczepu dzikiego. Poréwnatam dwie
metody homogenizacji mézgu 1 wybralam biopulweryzacje, jako technike lepiej zachowujaca
integralnos¢ RNA w kompleksach z biatkami po naswietlaniu $wiatlem ultrafioletowym.
Stabilne kompleksy RNA-biatko izolowano za pomocg procedury XRNAX oraz dodatkowo
oczyszczano na kolumnie krzemionkowej, a peptydy uzyskane po cze¢$ciowym trawieniu
identyfikowano metoda spektrometrii masowej. Zidentyfikowano kilkaset biatek, z ktorych
wigkszos¢ stanowily znane, kanoniczne RBP. Nastepnie, zastosowatam tg samg procedure do
analizy tkanki mozgowej myszy z defektem mielinizacji (shiverer). Wyniki ujawnity
zaburzenia w interakcjach RNA-biatko ws$réd kanonicznych RBP zaangazowanych
w alternatywny splicing i formowanie granul komorkowych. Te obserwacje potwierdzono dla
biatka MBNL1 m.in. poprzez zaobserwowanie zwigkszonej kumulacji MBNL1 w jadrach
komorkowych, co prawdopodobnie skutkowato zmianami w alternatywnym splicingu genow
regulowanych przez to biatko. Deregulacja lokalizacji MBNLI1 zostala powigzana z obnizong
ekspresja circRNA circMbnl1(3,4,5,6), zawierajacego sygnat lokalizacji jadrowej (NLS) oraz
z podwyzszong ekspresja mRNA Mbnll z sekwencja NLS. Jest to przestanka, ktora wskazuje
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na to, ze deregulacja circRNA moze wptywac na lokalizacj¢ biatka kodowanego przez ten sam
gen, co circRNA.

W drugiej czesci pracy zoptymalizowatam protokot circRNA pull-down do izolacji
i analizy biatek zwigzanych z endogennymi circRNA z mozgu myszy. Skuteczno$é
zastosowanego protokotu zostata potwierdzona na podstawie wzbogacenia circRNA Cdrlas
wraz z jego znanymi partnerami: miR-7 i AGO2. Analiza proteomiczna ujawnita rowniez nowe
interakcje Cdrlas z kilkoma RBP i biatkami synaptycznymi. Dodatkowo, uzyskano
specyficzny wychwyt dwoch  kolejnych  kolistych RNA  wzbogaconych w  mozgu:
circDtnb(5,6,7,8) oraz circHipk3(2) oraz okreslono ich potencjat do wigzania bialek. Ponadto
zidentyfikowano miR-124-3p, jako mikroRNA oddziatujacy z circDtnb(5,6,7,8). W szerszej
perspektywie wykorzystanie metody RNA pull-down moze przyczyni¢ si¢ do lepszego
poznania funkcji wielu innych endogennych circRNA w uktadzie nerwowym.

Podsumowujac, niniejsza praca prezentuje nowe protokoly do wysokoprzepustowego
badania natywnych interakcji RNA-biatko w tkankach oraz dostarcza nowych danych
poszerzajacych wiedzg o funkcjonowaniu RBP i circRNA w komodrkach mézgu, zarowno

w homeostazie, jak i w patologii uktadu nerwowego zwigzanej z demielinizacja.
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Abstract

RNA-binding proteins (RBPs) play crucial roles in regulating various aspects of RNA
function within cells. Aggregation of RBPs, alterations in their subcellular localization, and
disruptions in RNA-protein interactions have been linked to the pathogenesis of several
neurological diseases. In recent years, RNA, including numerous non-coding RNAs (ncRNAS),
has also been found to participate in the regulation of RBP function and localization. For
instance, certain circular RNAs (circRNAs) have been shown to contribute to the regulation of
RBP function, serving as scaffolds, protein stabilizers, or participating in their transport.
Although several important circRNA-protein interactions in the nervous system have been
described, the functions of most endogenous circRNAs remain largely unknown.

Despite development of many new methods for studying RNA-protein complexes, most
of them have been optimized to be used in cell lines. This doctoral dissertation focused on
optimizing high-throughput methods for studying RNA-protein interactions directly in tissue,
to provide identification and analysis of native RNA-RBP interactions naturally occurring in
a living organism. The primary aims were to characterize the RBP repertoire in the brain and
to gain insights into the functions of endogenous circular RNAs within this organ.

In the first part of this work, XRNAX method was adapted to identify the total RNA-
protein interactome in wild-type mouse brain tissue. Two brain homogenization methods were
compared, and biopulverization was selected as the technique best preserving the integrity of
RNA-protein interactions after UV irradiation. Stable RNA-protein complexes were isolated
using the XRNAX procedure and further purified on a silica column, with peptides identified
by mass spectrometry. Several hundred proteins were identified, the majority of which were
known, canonical RBPs. Subsequently, the same procedure was applied to analyze brain tissue
from mice with a myelination defect (shiverer mice). The results revealed disruptions in RNA-
protein interactions among canonical RBPs involved in alternative splicing and stress granule
formation. These observations were confirmed for MBNL1 protein. MBNL1 was shown to be
abnormally accumulated in the cell nuclei, which likely resulted in altered alternative splicing
pattern among MBNL1-regulated genes. Further, the subcellular mislocalization of MBNL1
has been linked to reduced expression of circMbnl1(3,4,5,6), which contains a nuclear
localization signal (NLS). This coincided with the increased expression of mMRNA Mbnl1 also
containing an NLS sequence. This evidence suggests that dysregulation of circRNA can affect
the localization of a protein encoded by the same host gene.

In the second part, of my disertaion, | optimized circRNA pull-down protocol for

isolation and analysis of proteins bound to endogenous circRNAs in the mouse brain. The
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efficacy of the protocol has been confirmed by evidencing the enrichment of circRNA Cdrlas
along with its known partners: miR-7 and AGO2. Proteomic analysis also revealed novel
interactions of Cdrlas with several other RBPs and synaptic proteins. Additionally, specific
pull-down of two other brain-enriched circular RNAs, circDtnb(5,6,7,8) and circHipk3(2), has
been performed, and their protein-binding potential has been assessed. Furthermore, miR-124-
3p has been identified as directly interacting with circDtnb(5,6,7,8). In a broader perspective,
the application of this RNA pull-down method can contribute to a better understanding of the
functions of many other endogenous circRNAs in the nervous system.

In summary, this dissertation presents novel high-throughput protocols for studying
native RNA-protein interactions in tissues and provides new data expanding our knowledge
about RNA binding proteins and circRNA functioning in the brain cells in homeostasis and in

neurological pathology associated with dysmyelination.
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1. Wprowadzenie

1.1. Bialka wiazace RNA

1.1.1. Charakterystyka ogo6lna

Biatka wigzagce RNA (ang. RNA-binding proteins, RBPS) naleza do licznej i wysoce
zrbéznicowanej grupy bialek, ktore odgrywaja kluczowa role w podstawowych procesach
biologicznych zwigzanych z biogeneza oraz catym cyklem zyciowym RNA w komorkach. RBP
rdznig si¢ zardbwno powinowactwem, jak i swoistoscig wigzania RNA (ang. ribonucleic acid).
Specyficznos¢ RBP w wigzaniu RNA jest oceniana jako znacznie nizsza w porownaniu
z biatkami wigzacymi DNA (ang. deoxyribonucleic acid), ponadto interakcje RNA-biatko maja
charakter krotkotrwaty'™. Jest to dodatkowe utrudnienie w zadaniu polegajacym na ich
charakterystyce i w badaniu mechanizméw i kinetyki wigzania RNA przez RBP>®. Dzicki
rozwojowi metod badania interakcji RNA-biatko, liczba znanych biatek wigzacych RNA
wzrosta w ostatnich kilku latach. Zgodnie z aktualng wersja bazy danych RBPbase v0.22 alpha
(aktualizacja z 2025 roku), do tej pory odkryto 4257 ludzkich i 3168 mysich RBP12, Dane te
uzyskano na podstawie pionierskich badan nad interakcjami RNA-biatko w systemach linii
komorkowych, a w ostatnich dwoch latach atlas mysich RBP rozszerzono takze o wyniki analiz
proteomicznych z kilku organéw myszy*'2, Dla przyktadu, baza danych RBPbase v0.2.1 alpha
z roku 2024 obejmowata 2619 mysich RBP, a w roku 2025 liczba ta wzrosta do ponad 3000
biatek, po uwzglednieniu danych z najnowszej pracy identyfikujacej RBP w komorkach
rozrodczych samcow myszy'2. W ostatnich latach potwierdzono réwniez, ze aktywnoéé RBP
moze by¢ odmienna migdzy réznymi narzadami, niezaleznie od ich obfitoécill. Informacije te
podkreslaja potrzebe charakteryzowania funkcji RBP w kontek$cie poszczegolnych typow
tkanek czy narzadow i ich udziatu w regulacji procesOw molekularnych zwigzanych z ekspresja

gendw w roznych uktadach biologicznych.

1.1.2. Domeny wigzace RNA oraz regiony nieuporzadkowane

RBP tradycyjnie klasyfikuje si¢ na podstawie obecnosci jednego lub kilku typéw domen
wigzacych RNA (ang. RNA-binding domains, RBDs). Do najpowszechniejszych domen zalicza
si¢ motyw rozpoznajacy RNA (ang. RNA recognition motif, RRM), domen¢ K-homology (ang.
K homology domain, KH), domeng¢ wiazaca dwuniciowy RNA (ang. double-stranded RNA-
binding domain, dsRBD) oraz domeng helikazy RNA zawierajaca motyw DExH/D-box.
Domeny te wykazuja specyficznosé wzgledem sekwencji lub struktur drugorzedowych RNA®S,
RBP czgsto zawierajag wiele kopii tego samego typu RBD lub kombinacje réznych domen

w obrebie jednego biatka, co umozliwia kooperacyjne oddzialywanie z RNA, Rodziny
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bialek, posiadajace okreslone typy RBD, przedstawiono w Tabeli 1, a schematyczny sposob

dziatania RBD zaprezentowano na Rycinie 1 (panel gorny).

Tabela 1. Domeny wigzace RNA wraz z reprezentatywnymi rodzinami bialek.

NAZWA DOMENY

RRM

KH

dsRBD

Helikazy (DExH/D-box)

ZnF

CSD

Piwi-Argonaute-Zwille (PAZ)

P-element Induced Wimpy Testis (PIW1)

Pentatricopeptide repeat (PPR)

Domena homologii Pumilio
(ang. Pumilio homology domain)
Domena homologii YT521-B
(ang. YT521-B homology domain)

Sm and Like-Sm (Sm/ Lsm)

Opracowano na podstawie Corley i inni 2020

RODZINY BIALEK ZAWIERAJACE RBD

hnRNP, czynniki regulujgce splicing, ELAV/Hu
powszechnie wystepujqca domena

hnRNP, biatka regulujace translacje, NOVA
powszechnie wystgpujgca domena

RNazy, Dicer, ADAR, PKR

DEXH/D-box, typu-RIGI, NS3, typu-UPF1, elF4A

Czynniki transkrypcyjne, enzymy METTL
powszechnie wystgpujgca domena

Biatka cold shock , biatka Y-box

Biatka Argonaute, Dicer

Biatka Argonaute

Bialka edytujace RNA

Biatka PUF

Rodzina YTH odczytujaca modyfikacje méA

Biatka spliceosomalne U1, HFQ

Wspotczesne kryteria definiowania RBP ulegly istotnej rewizji w zwiazku z nowymi

wynikami badan uzyskanymi dzigki rozwojowi metod wychwytywania interaktomu RNA (ang.

RNA interactome capture, RIC)%6-28 kt6rych zastosowanie rozszerzyto repertuar RBP. Po

pierwsze, wykazano, ze wiele nowoodkrytych RBP posiada zdolno$¢ wigzania RNA pomimo

braku kanonicznych RBD. Po drugie, kilka domen biatkowych kojarzonych z wigzaniem

DNA lub biatek, jak np. motyw palca cynkowego (ang. zinc finger domain, ZnF) lub domena

cold shock (ang. cold shock domain, CSD) zostato zaklasyfikowanych jako RBD - domeny

wykazujace sekwencyjng specyficznos¢ rowniez wobec RNA (Tabela 1

)20,21
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wigzanie RNA za pomoca kanonicznych RBD

Y )

Wptyw na RNA:
e przetwarzanie
wigzanie RNA za pomoca IDR translacja

L]
¢ stabilnos¢
o |okalizacja
IDR
—’ /

AAAA

Rycina 1. Mechanizmy wigzania RNA przez RBP. Opracowano na podstawie Hentze i inni??

Duzy podzbior biatek zidentyfikowanych jako RBP, w tym niektore enzymy metaboliczne,
posiada regiony nicuporzadkowane strukturalnie (ang. intrinsically disordered region, IDR)
pozbawione dobrze zdefiniowanej struktury trojwymiarowej i klasycznej domeny wiazacej
RNA (dolny panel Ryciny 1). Wykazano, ze RBP posiadajace IDR bogate w argining lub reszty
natadowane elektrostatycznie (jak np. w biatkach FUS, TDP-43) posrednicza w rozdzieleniu
faz ptyn-ptyn i w formowaniu nieobtonionych organelli (ang. membraneless organelles), takich
jak plamki jadrowe (ang. nuclear speckles), ciatka Cajala, cytoplazmatyczne granule stresowe
czy ciatka P (ang. P-bodies)®3!. Te dynamiczne struktury stanowig miejsca biosyntezy,
przetwarzania 1 przechowywania RNA, a jednoczesnie pelnig funkcje sekwestracji

1 przechowywania odpowiednich RBP, wplywajac na ich lokalng dostepnos¢.

1.1.3. Funkcjonalne powiazanie RBP i RNA
W ostatnich latach dzigki rozwojowi nowych technologii badawczych, odnotowano

eksplozje doniesien naukowych opisujacych dynamiczng ekspresj¢ i funkcje biologiczne
nowych klas niekodujgcych RNA (ang. non-coding RNA, ncRNA), takich jak dtugie ncRNA
(ang. long non-coding RNA, IncRNA) i koliste RNA (ang. circular RNA, circRNA). RBP
moduluja funkcje RNA, w tym ncRNA, na wielu poziomach (Ryec. 2). Identyfikacja lokalizacji
komorkowej oraz partneréw molekularnych ncRNA, takich jak RBP, stata si¢ kluczowa dla

formutowania hipotez badawczych dotyczacych ich funkcji.
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Sekwestracja RBP w organellach nieobtonionych, kierowana przez RNA, podwaza

klasyczny paradygmat postrzegania tych biatek jako jedynych determinantow roli kompleksow

RNA-biatko%?3*, Liczne badania funkcjonalne nad ncRNA przyczynily sie do zmiany tej

perspektywy, wyrozniajac zwlaszcza INCRNA i mikroRNA (ang. microRNA, miRNA), wsrod

innych klas RNA, jako czynniki determinujace lokalizacj¢ RBP, ich dostepnos¢ funkcjonalna,

aktywno$¢ enzymatyczng i przedstawiajac niektore RBP jako czynniki regulowane przez RNA,

a nie jako ich regulatory (Ryc. 2). Wazne przyktady takich regulacji obejmuja m.in. rekrutacje

czynnikéw transkrypeyjnych do loci genomowych przez INcRNA®**~", hamowanie aktywnosci

enzymatycznej metylotransferaz przez wigzanie NcRNA%*®*!, czy wplywanie na strukture

1 upakowanie genomu przez niektore IncRNA, ktore dziatajg jako rusztowania laczace RBP

z regionami regulacyjnymi DNA3%42-44,

Regulacja kierowana przez RBP

CELF1
FUS
SRSF1
NOVA1
RBM20

hnRNPA2
ZBP1
CPEB
PABP
HuD

QKI

elFAE
elF2
CSDE1
PABP
PTB

METTL3-14
RNMT
TRM6-61
ZCCHC4

CCR4-NOT
Lsm1-7
DCP1/2
XRN1
RC3H1
YTHDF2

MBNL1
hnRNPs
LIN28B
LSM4
ADAR1

MARTA1-2
SMN
FMRP
TDP-43
IMP1
STAU1

hnRNPs
TIAR
FMRP
HuA-D
LARP1

NSUN1-7
ADART1-2
PUS1-10
YTHDF1-3

PAP
TUTase
TENT3A-B
Dis3L2
MOV10

%‘ 23 7 ‘

transkrypcja
i przetwarzanie
RNA

transport
i lokalizacja RNA

l'....‘s
A
] r
A
translacja

modyfikowanie RNA

Ay
3[:11

<

< 1
;\T‘:\’
r,,})}

stabilnos¢
i degradacja RNA

Regulacja kierowana przez RNA

transkrypcja
i przetwarzanie
RNA

lokalizacja biatek

g \ ‘...0.0

A
translacja

Seoe

architektura
i topologia genomu

kompartmentalizacja
i sekwestracja

IncRNA:
MALAT1
HOTAIR
HOTTIP
PAPAS
MyoD
Gas5

eRNAs

miRNA
lincRNA:
NKILA
NEAT1
TP53TG1X
XIST

IncRNA:

GAS5

RP1-506.5 MIiRNA
SNHGT i 'RNA
treRNA

BC1

SRA

IncRNA:
Firre
HOTTIP
CCAT1-L
Xist
TERRA

IncRNA:
GAS5
NEAT1
MALAT1
HOTAIR
NORAD

Rycina 2. Regulacja ekspresji genow kierowana przez RBP oraz przez ncRNA. Opracowano

na podstawie34°,
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1.1.4. Dysfunkcje RBP w chorobach neurodegeneracyjnych

RBP kontrolujg szeroki zakres procesow molekularnych kluczowych dla dojrzewania
neurondw, plastyczno$ci synaptycznej oraz utrzymania funkcji neuronalnych i glejowych.
Procesy te obejmujg m.in. transport RNA wzdluz aksonéw i dendrytéw, lokalng translacje,
stabilizacje czasteczek RNA oraz ich degradacje¢. Lokalna synteza biatek warunkuje ztozone
procesy zwiazane z kontrola pobudliwos$ci neuronalne;j i plastycznosci synaptycznej®® >3,

Deregulacja metabolizmu RNA zaleznego od RBP w komorkach nerwowych moze

prowadzi¢ do powaznych zaburzen funkcjonowania mézgu, co wigze si¢ z patogenezg chordb
neurologicznych, w tym neurodegeneracyjnych®®. Wyrézni¢ mozemy trzy glowne
mechanizmy dysfunkcji RBP w tych schorzeniach (Ryc. 3):

1. Zmniejszona ekspresja RBP - spowodowana mutacjami punktowymi w DNA,
nieprawidtowym splicingiem lub utratg alleli kodujacych RBP.

2. Nieprawidlowe przejscie fazowe RBP - zwigzane z domenami o niskiej ztozonosci,
prowadzace do patologicznej agregacji lub zmiany lokalizacji subkomodrkowej RBP,
a w konsekwencji do utraty lub zmiany ich funkcji biologicznych.

3. Ekspansja powtérzen nukleotydowych - powodujaca sekwestracje RBP w skupiskach
RNA o zwielokrotnionych powtdérzeniach lub/i synteze biatek z wydtuzonymi
sekwencjami aminokwasowymi (np. poliglutaminowymi), ktore tracg naturalne
wlasciwosci.

Skutkiem tych zaburzen sa nieprawidtowosci m.in. w splicingu, transporcie i translacji

docelowego RNA, co finalnie uposledza morfologie i funkcje komoérek nerwowych (Ryc. 3)%°.

Jednym z najlepiej scharakteryzowanych przyktadow sa patologie zwiazane z biatkami
TDP-43 (ang. transactivation (TAR) DNA-binding protein 43 kDa) i FUS (ang. fused in
sarcoma) w stwardnieniu zanikowym bocznym (ang. amyotrophic lateral sclerosis, ALS) oraz
otepieniu czotowo-skroniowym (ang. frontotemporal dementia, FTD). W tych chorobach
dochodzi do cytoplazmatycznej agregacji bialek, tworzenia inkluzji i utraty ich funkcji
jadrowych, co zaburza metabolizm wielu transkryptow>6°,

Odrgbna, dobrze scharakteryzowang grupe stanowig choroby poliglutaminowe np. choroba
Huntingtona i ataksje rdzeniowo-moézdzkowe, w ktorych ekspansja powtorzen CAG w DNA
prowadzi do syntezy biatek z wydluzonymi sekwencjami glutaminowymi. Agregaty takich
bialek w neuronach wywoluja toksyczne skutki, wlaczajac w to zaburzenia funkcji

mitochondriéw i nadmierng apoptozg®®-5,
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Rycina 3. Gléwne mechanizmy prowadzace do zaburzen RBP w chorobach

neurodegeneracyjnych. Opracowano na podstawie Nussbacher i inni 2019%. FXTAS - zespét drzenia
i ataksji zwigzany z tamliwym chromosomem X (ang. fragile X-associated tremor/ataxia syndrome), DM —

dystrofia miotoniczna (ang. myotonic dystrophy).

1.2. Choroby ukladu nerwowego zwigzane z uszkodzeniem oslonek mielinowych
komorek nerwowych

Mielina to wyspecjalizowana btona lipidowo-biatkowa tworzaca wielowarstwowsa ostonke
wokot aksonéw neuronow w osrodkowym uktadzie nerwowym (OUN). Mielina w OUN
jest dynamicznie organizowana przez oligodendrocyty, ktore wytwarzajg rownocze$nie wiele
wypustek otaczajgcych sasiadujace aksony. Izolacja widkien nerwowych przez mieling
umozliwia przewodzenie skokowe impulsu nerwowego, zwigkszajac predkos¢ propagacji
potencjatow czynno$ciowych. Do dodatkowych funkcji mieliny nalezy zapewnianie wsparcia
metabolicznego oraz ochrona mechaniczna aksonéw, a takze zwigkszenie precyzji wytadowan

w zakonczeniach neuronow?®®.
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1.2.1. Klasyfikacja

Deficyt mieliny moze wynika¢ z zaburzen syntezy jej sktadnikow podczas rozwoju
(dysmielinizacja) lub postepujacej degradacji prawidlowo uformowanej ostonki
(demielinizacja) (Ryc. 4).

Dysmielinizacja obejmuje choroby spowodowane wrodzonymi defektami metabolicznymi
sktadnikow lipidowych mieliny lub mutacjami gtownych biatek strukturalnych, takich jak
zasadowe biatko mieliny (ang. myelin basic protein, MBP) oraz biatko proteolipidowe
(ang. proteolipid protein, PLP). Demielinizacja odnosi si¢ do utraty wczesniej prawidtowo
zsyntetyzowanej mieliny i moze byé wynikiem wspotdziatania réznych czynnikéw®’. Choroby
uktadu nerwowego zwigzane z uszkodzeniem ostonek mielinowych sklasyfikowano

I wymieniono na Rycinie 4.

DYSMIELINIZACJA i L DEMIELINIZACJA
N
postepujaca degradacja
ostonki mielinowej,
czesto spowodowana
stanem zapalnym
atakujgcym mieline

wrodzony btad ]
metabolizmu wptywajacy
na mielinogeneze,
powodujgcy
nieprawidtowosci
w strukturze mieliny

¥
D

x % 3T

<7

Stwardnienie rozsiane
Leukodystrofie U Zespot Guillaina-Barrégo
Choroba Krabbego Centralna mielinoliza mostu

Zespot Zelwegera
Choroba Canavana
y, \

Rycina 4. Klasyfikacja chorob zwiazanych z uszkodzeniem oslonek mielinowych.

1.2.2. Podloze

Choroby zwigzane z deficytem mieliny w OUN moga wynika¢ z predyspozycji
genetycznych, przebytych stanéw zapalnych, chorob autoimmunologicznych lub narazenia na
toksyczne substancje chemiczne®-8,

Stwardnienie rozsiane (ang. multiple sclerosis, SM) jest najczgstsza chorobg
demielinizacyjng. Jest to przewlekta, zapalno-demielinizacyjna choroba OUN, ktora
najczesciej rozpoczyna si¢ miedzy 20. a 40. rokiem zycia 1 wystepuje czesciej u kobiet niz

u mezezyzn, w stosunku okoto 3:19%70, U wiekszosci pacjentow poczatkowe stadia choroby
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charakteryzuja si¢ odwracalnymi epizodami dysfunkcji neurologicznej trwajacymi kilka dni
lub tygodni. Z czasem rozwijaja si¢ nicodwracalne deficyty kliniczne i poznawcze, ktore
obnizaja jakos¢ i skracaja dhugo$é¢ zycia pacjenta o kilka lat’®. Patogeneza SM jest ztozona
1 obejmuje wspotdziatanie czynnikdéw genetycznych oraz srodowiskowych. W catym genomie
zidentyfikowano ponad 200 wariantéw genetycznych zwigzanych z ryzykiem SM, w tym
polimorfizmy w genach uktadu HLA, ktore koduja biatka zaangazowane w regulacje
odpowiedzi immunologicznej’™"?. Do czynnikéow $rodowiskowych wptywajacych na rozwdj
SM nalezy zakazenie wirusem Epsteina-Barr. Infekcja wirusem w okresie dojrzewania lub
wczesnej dorostosci zwicksza ryzyko SM nawet 32-krotnie, co moze wynika¢ z mimikry
molekularnej migdzy antygenami wirusa a biatkami mieliny”®"*. Inne czynniki $rodowiskowe
obejmuja palenie tytoniu, ktoére nasila procesy zapalne i stres oksydacyjny, niski poziom
witaminy D zwigzany z niedostateczng ekspozycja na promieniowanie stoneczne oraz otytos¢
w okresie dojrzewania, ktora zwicksza produkcje prozapalnych cytokin, takich jak leptyna.
Dodatkowo nadmierne spozycie alkoholu lub kofeiny oraz przebyta mononukleoza zakazna
réwniez moga zwiekszaé ryzyko rozwoju choroby ™.

Podloze molekularne SM jest stabo poznane. Niedawno opublikowane badania wskazuja
na mozliwy udziat RBP w patogenezie tej choroby. Wykazano, ze u pacjentéw z SM dochodzi
do blednej lokalizacji heterogennej rybonukleoproteiny jadrowej Al (ang. heterogeneous
nuclear ribonucleoprotein Al, hnRNP Al). Biatko to normalnie wystgpuje w jadrze
komoérkowym, jednak u chorych akumuluje si¢ w cytoplazmie neuronéw korowych i rdzenia
kregowego’®. Co ciekawe, catkowite poziomy hnRNP Al nie réznig sic miedzy zdrowymi
mobzgami a mozgami pacjentow z SM, kluczowe znaczenie ma jednak utrata funkcji wynikajaca
z jego nieprawidlowej lokalizacji. Fenotyp ten zostal réwniez odtworzony w mysim modelu
demielinizacji’’. Ponadto u pacjentéow z SM zaobserwowano bledng lokalizacje
cytoplazmatyczng innego RBP - biatka TDP-43'5) ktore jest znane ze swojej roli
W neurodegeneracji.

W kilku pracach badawczych poswiecono uwage profilowaniu miRNA’®82 oraz
CircRNA%-2% 3 wyniki pokazaty deregulacje tych czasteczek u pacjentéw z SM w pordwnaniu
do os6b zdrowych. Wyniki te moga wskazywac¢ nowe kierunki badan zmian molekularnych
w patogenezie SM, zorientowane na ncRNA, RBP lub interakcje RNA-RBP. Lepsze
zrozumienie roli czynnikow molekularnych oraz ich powigzania z czynnikami
srodowiskowymi i uktadem immunologicznym moze przyczyni¢ si¢ do opracowania bardziej

skutecznych terapii celowanych dla pacjentow z SM.
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1.3. Koliste RNA
Koliste RNA to kowalencyjnie zamkni¢te jednoniciowe RNA (ang. single-stranded RNA,

SSRNA) nalezace do klasy ncRNA. Fakt, ze ssRNA moze przyja¢ formg kolista, zostat po raz
pierwszy zaobserwowany w wiroidach roslinnych®. Powszechna ekspresja circRNA
u organizmow wielokomérkowych zostata udokumentowana w ciggu ostatniej dekady, co stato
sic¢ mozliwe dzigki rozwojowi technologii sekwencjonowania RNA oraz metod

bioinformatycznych umozliwiajacych detekcje ncRNA, w tym circRNA8Y7,

1.3.1. Biogeneza i nazewnictwo
Wicekszo$¢ CircRNA powstaje z gendow kodujacych biatka w wyniku splicingu wstecznego

(ang. backsplicing, BS), ktory prowadzi do kowalencyjnego potaczenia konca 5' eksonu
z poczatkiem 3' eksonu, tworzac zamknigtg strukture RNA. W wyniku tego procesu powstaje
charakterystyczne polaczenie ekson-ekson typu backsplice (ang. backsplice junction, BSJ),
ktore odrdéznia circRNA od liniowego mRNA. Chociaz wigkszo$¢ adnotowanych circRNA
sktada si¢ wytacznie z eksonow (ang. exonic CircRNA, EcircRNA), istniejg rowniez inne typy
circRNA, ktore powstajg w wyniku alternatywnych mechanizmow biogenezy. Jednym z takich
mechanizmow jest retencja intronu, ktora prowadzi do powstania circRNA zawierajacych
zaréwno eksony, jak i sekwencje intronowe (ang. exon-intron circRNA, EICIRNA)%, Istnieja
takze koliste RNA tworzone wylgcznie z sekwencji intronowych (ang. intronic CircRNA,

CiRNA)®. Typy te zostaty przedstawione na Rycinie 5.

Biogeneza circRNA zalezy od aktywno$ci maszynerii spliceosomalnej oraz czynnikow
regulujacych splicing wsteczny. Kluczowa role odgrywaja intronowe sekwencje
komplementarne (ang. intronic complementary sequences, ICS), zwane rowniez ‘odwrotnie
komplementarnymi sekwencjami’ (RCMs, ang. Reverse Complementary Matches!?), ktore
znajdujg sie w intronach sasiadujacych z cyrkularyzujacymi eksonami®®®’. Sekwencje ICS,
takie jak powtorzenia Alu, tworzg struktury drugorzedowe na zasadzie komplementarnosci, co
promuje cyrkularyzacje eksonéw znajdujacych sie pomiedzy nimi®®®® (Ryc. 5). Dodatkowo,
RBP, takie jak QKI, NOVA2 czy MBNL1%104 moga wigzaé sie z ICS, modulujac ich
interakcje i wptywajac promujacol®1% Jub hamujaco na ekspresje circRNA%100101 (Ryc, 5),
Wigzanie RBP w obrgbie ICS moze przybliza¢ lub oddala¢ pary ICS, co bezposrednio wplywa
na efektywnos$¢ splicingu wstecznego. Ujawniono réwniez, ze modyfikacja RNA N°-
metyloadenozyng (m®A) jest kolejnym czynnikiem promujacym produkcje circRNA, a proces

ten jest mediowany przez biatka takie jak DDX5 i YTHDC 1107108,
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Z jednego genu moze powstawa¢ wiele izoform kolistych RNA, réznigcych si¢ sktadem
eksonow lub obecnoscig zatrzymanych intronéw. Aby ustandaryzowaé sposob ich
nazewnictwa, przyjeto konwencje¢ obejmujacg prefiks ,,circ”, symbol genu macierzystego oraz
informacje o sktadowych RNA, czyli numery eksonow lub intronéw wchodzacych w sktad
danego circRNA® (Ryc. 5). Na przyklad kolisty RNA pochodzacy z eksonéw 2, 3, 41 5 genu
FAM120A powinien by¢ nazwany CircFAM120A(2,3,4,5). Jesli w strukturze circRNA
zachowany jest intron, dodaje si¢ skrot ,,RI” (ang. retained intron), a w przypadku
alternatywnego miejsca skladania ze skroconym lub wydluzonym eksonem stosuje sie
odpowiednio, oznaczenie ,,S” (krotszy) lub ,,L” (dtuzszy)'%. System ten pozwala na precyzyjne
okreslenie struktury i pochodzenia molekularnego circRNA oraz utatwia komunikacj¢ naukowa

w tej dziedziniel®.

Transkrypcja Splicing

Ekson1 Ekson2 Ekson3 Ekson4

1 2 3 B 5
i a
R Transkrypcja ekson-intron circRNA egzonowy circRNA
(EICiRNA) (EcircRNA)
( x np. circX(2,R1,3) np. circX(2,3)
. intronowy circRNA
RBP sekwencje Alu (CiRNA)
np. ciX(3)

Rycina 5. Schemat biogenezy i nazewnictwa kolistych RNA.

1.3.2. Lokalizacja komorkowa i wzorce ekspresji

Pomimo Ze circRNA nie posiadaja ogona poli(A) ani czapeczki 5', wigkszo$¢ z nich
znajduje si¢ w cytoplazmie, co wskazuje na istnienie mechanizmu eksportu tych czasteczek
z jadra komorkowego. Huang i wspotpracownicy odkryli, ze helikaza Hel25E u Drosophila
i jej ludzki homolog - UAP56/URH49, sa modulatorami lokalizacji circRNA i moga
kontrolowa¢ wydajnos¢ eksportu jadrowego poprzez wykrywanie dojrzatych circRNA ze
wzgledu na ich dhugo$¢!'®. Niedawno opublikowane badania ujawnity, ze eksport circRNA

wymaga udziatu biatka Ran-GTP, eksportyny-2 (ang. exportin-2, XPO2) oraz biatka wigzacego
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RNA - IGF2BP1 (ang. insulin-like growth factor 2 mRNA-binding protein 1). IGF2BP1 peini
role adaptora, ktory wiaze si¢ bezposrednio z circRNA, jednoczes$nie rekrutujac Ran-GTP
1 XPO2. Utworzony kompleks umozliwia nastgpnie transport circRNA z jadra do cytoplazmy.
Co ciekawe, mechanizm ten jest bardziej zblizony do eksportu biatek niz do eksportu mRNA?,
Ponadto wykazano, ze niektore circRNA moga by¢ eksportowane z jadra po wczesniejszej

modyfikacji m®A, co jest procesem wspomaganym przez biatka takie jak DDXS5
i YTHDC1112113,

Wzorce ekspresji circRNA sg wysoce zréznicowane miedzy poszczegolnymi czasteczkami,
jednak badania wykazaly ogdlng tendencj¢ wskazujaca na znacznie wyzsza ekspresje circRNA
w moézgu ssakéw w poréwnaniu do innych narzadow®?14115, Wykazano réwniez, ze dynamika
ekspresji circRNA i mRNA pochodzacych z tego samego genu czesto rozni si¢, a wiele
kolistych RNA ulega znacznie wyzszej ekspresji niz ich liniowe odpowiedniki®?. Co wiecej,
liczne circRNA w mozgu sg transkrybowane z gendéw kodujacych biatka synaptyczne, a same
koliste RNA czesto lokalizuja si¢ w zakonczeniach nerwowych'*11®, Wyniki tych badan

sugeruja potencjalne funkcje circRNA w komoérkach nerwowych, szczegdlnie w synapsach

(Ryc. 6).
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Rycina 6. Synaptyczna lokalizacja circRNA w neuronach. Opracowano na podstawie Rybak-

Wolf 2015, You 20159114,

30



1.3.3. Stabilnos$é circRNA

Kolista, zamknigta struktura oraz brak wolnych koncoéw 3’ 1 5° sprawiaja, ze circRNA sg
bardziej stabilne i odporne na degradacje w poréwnaniu do ich liniowych odpowiednikow -
MRNA. Badania wykazaly, ze wigkszo$¢ circRNA w komoérkach ssakow charakteryzuje si¢
znacznie dluzszym czasem pottrwania (Srednio 20 godzin) w porownaniu do mRNA (4-7
godzin), co potwierdza ich wyjatkowa trwato$é!t"*®  Catkowite poziomy kolistych RNA
wzrastajg wraz z wiekiem w tkance mozgowej myszy, nicieni i much!**22, Najnowsze wyniki
profilowania circRNA z glow Drosophila potwierdzaja, ze ta akumulacja jest spowodowana

glownie wysoka stabilnoscia circRNA, a nie ich zwigkszona biogeneza'?.

Do tej pory zidentyfikowano kilka mechanizmow degradacji circRNA. W rozpad circRNA
moga by¢ zaangazowane endonukleazy, takie jak AGO2, w procesie kierowanym przez
miRNA. Przyktadem jest degradacja circRNA Cdrlas (ang. Cdrl antisense RNA) przez
kompleks miR-671 i AGO2, ktory rozpoznaje specyficzng sekwencje w czasteczce
CircRNA?41% Nalezy jednak podkresli¢, ze nie wszystkie circRNA posiadaja w obrebie swojej
struktury miejsce wigzania dla miRNA. Innym bialkiem uczestniczacym w procesie
destabilizacji circRNA jest GW182%2. Biatko to posiada domene Mid, ktéra moze shuzy¢ jako
rusztowanie molekularne do rekrutacji réznych czynnikow rozpadu RNA'?’. Zaproponowano,
ze GW182 moze posredniczy¢ w interakcjach miedzy circRNA a czynnikami rozpadu circRNA

poprzez swoja domene Mid*?°.

Struktury drugorzedowe circRNA, takie jak hybrydy DNA:RNA tworzone w miejscach
transkrypcji, s rozpoznawane przez RNaze H1, co inicjuje ich degradacje'?®. Dodatkowo,
helikaza RNA UPF1 rozpoznaje i rozwija struktury drugorzedowe circRNA, umozliwiajac ich

rozktad przez endonukleaze G3BP1!%

. W warunkach infekcji wirusowych circRNA moga
tworzy¢ nietypowe struktury, ktore sg rozpoznawane i przecinane przez RNaze¢ L, co stanowi

cze$é odpowiedzi przeciwwirusowej 0.

Najnowsze badania wykazaty réwniez udzial rybonukleazy DIS3 w degradacji circRNA.
Biatko to wigze si¢ preferencyjnie z motywami bogatymi w uracyl w circRNA, prowadzac do

ich rozktadu w cytoplazmie. Mechanizm ten jest ewolucyjnie zachowany u myszy i ludzi®!.

1.3.4. Funkcje circRNA

1.3.4.1. Oddzialywanie z miRNA
Jednym z najlepiej poznanych circRNA jest Cdrlas, ktory wystepuje wylacznie

w strukturze kolistej 1 charakteryzuje si¢ wysoka liczebnoscig w uktadzie nerwowym ssakow,
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w tym u cztowieka i myszy. Badania wykazaly, ze Cdrlas jest gléwnie zlokalizowany
w cytoplazmie komorek OUN%92124 Dalsze analizy ujawnity, ze czasteczka ta ulega
specyficznej ekspresji w neuronach, zwtaszcza w neuronach pobudzajacych mozgu, i zawiera
ponad 70 zachowanych miejsc wiazania miRNA miR-7%19212%132 (Ryc. 7). Piwecka
1 wspotpracownicy zaproponowali, ze Cdrlas moze regulowac stabilno$¢ i transport kompleksu
miR-7:AGO w neuronach, a takze ze miR-671, wigzac si¢ z Cdrlas, moduluje jego poziom!?,
Wyciszenie Cdrlas w mozgu myszy prowadzito do obnizenia poziomu miR-7, co skutkowato
zwigkszona ekspresja markerow aktywnosci neuronalnej regulowanych przez miR-7'%°,
Najnowsze badania wskazuja, ze Cdrlas, poprzez wigzanie miR-7, buforuje aktywnos$c
mMIRNA, modulujgc uwalnianie glutaminianu z zakonczen presynaptycznych. Mechanizm ten
wplywa na taczno$é neuronalng odpowiedzialng za dtugotrwaty plastycznoéé synaptyczna'®,

Dodatkowo wykazano, ze Cdrlas moze hamowa¢ regulacje docelowych mRNA przez miR-7,

zapobiegajac w ten sposob $mierci komorek wywotanej udarem niedokrwiennym mozgu3,

Zidentyfikowano takze inne przypadki modulowania transportu i aktywnos$ci miRNA przez
CiIrcRNA. Na przyktad circNRIP1 wigze miR-149, wplywajac na szlak AKT1/mTOR
i promujac progresje raka zotadka'®®. Z kolei circHIPK3 poprzez wigzanie miR-558 ttumi
ekspresje heparynazy, co hamuje inwazje raka pecherza moczowego®®. Te przyktady wskazuja
na istotng role mechanizmu oddziatywania circRNA-miRNA w procesach nowotworowych.

Funkcje takich interakcji w uktadzie nerwowym pozostajg stabo poznane.

Wiazanie biatek

Wiazanie miRNA (stabilizowanie biatek, Matryca dla translacji
(transport, regulacja transkrypcji i circZNF609,
stabilzowanie miRNA) translacji mRNA) circPINTexon2,
np. Cdrias np. circFoxo3, circHomer1a, circMbl3
circHuR, circPABPNT,
circZNF609
és\ 7777% Peptyd

4
Rybosom
Rycina 7. Funkcje kolistych RNA.

1.3.4.2. Oddzialywanie z bialkami
Coraz wigcej dowodow wskazuje na to, ze circRNA moga wigzac biatka 1 ze te kompleksy

pehnig istotne funkcje w réoznych procesach biologicznych (Ryc. 7). Analiza 16 zbioréw danych
eCLIP zdeponowanych w ENCODE (HepG2: n=5 oraz K562: n=11) ujawnita, ze circRNA
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kolokalizuja z RBP w ludzkich liniach komoérkowych HepG2 1 K562, a takze wykazala
wzbogacenie miejsc wigzania RBP w obrebie eksonow podlegajacych cyrkularyzacjit®’. W tej
samej pracy wykazano, ze circCDYL zawiera wiele miejsc wigzania RBP i oddziatuje
z bialkiem GRWD1 w komérkach HepG2. Analizy kilku zestawow danych sekwencjonowania
circRNA w mozgu cztowieka ujawnily wysoka korelacj¢ miedzy poziomem circRNA
a ekspresja RBP w neuronach. W szczegodlnosci biatka PTBP1 i PTBP2 wykazaly silng
korelacje z circRNA, przy czym niski poziom PTBP1 i wysoki poziom PTBP2 zaobserwowano
zarobwno w neuronach GABAergicznych, jak i glutaminergicznych®®®. Znane sa réwniez
przypadki wigzania RBP przez koliste RNA, w ktorych circRNA petnig role rusztowania biatek.
Na przyktad circFoxo3 w komoérkach NIH3T3 wiaze biatka CDK2 oraz p21, tworzac potrojny
kompleks circFoxo3-p21-CDK2, ktory blokuje funkcje CDK2 i opdznia progresje cyklu

komorkowego®®,

Oddziatywanie circRNA z bialkami odgrywa istotng rolg w funkcjonowaniu uktadu
nerwowego. CircHomer1la, ktory jest wzbogacony w neuronach i ulega silnej ekspresji w korze
czolowej, wigze si¢ z biatkiem HuD (znanym réwniez jako ELAVL4), co prowadzi do
zwickszonej ekspresji synaptycznej circHomerla w mysiej korze przedczotowej'®.
CircHomerla wptywa na ckspresje genow synaptycznych i funkcje poznawcze, a jego
antagonizm wobec liniowego mRNA Homerlb jest kluczowy dla regulacji plastycznosci
synaptycznej. Ponadto zidentyfikowano eukariotyczny czynnik inicjacji translacji 4A-l1ll
(EIF4A3) jako biatko bezposrednio wigzace si¢ z circHomerla, ktore pozytywnie reguluje jego
synteze!*!. Niedawno wykazano, ze inny circRNA, circCwc27, ktéry podobnie jak
circHomerla wystgpuje obficie w mozgu, szczegdlnie w neuronach, jest zwigzany
z patogeneza choroby Alzheimera. Mechanizm molekularny zwigzany z circCwc27 zostat
zbadany za pomocg techniki RNA pull-down w hipokampie myszy. Wsrod biatek wigzacych
circCwc27 zidentyfikowano PUR-a, ktorego aktywno$¢ jest hamowana przez circCwc27, a to

przyczynia sie do patogenezy choroby Alzheimera®#?,

CircRNA moga rowniez modulowa¢ procesy transkrypcji i1 translacji mRNA zaréwno
w sposob promujacy, jak i hamujgcy. Na przyktad circEIF3J oraz circPAIP2 zwickszaja
ekspresje swoich genéw rodzicielskich®. Z kolei circHUR tlumi transkrypcje genu HuR
poprzez wiazanie si¢ z biatkiem CNBP, co zapobiega jego interakcji z promotorem genu
HuR, CircPABPN1 znaczaco hamuje wigzanie biatka HuR z mRNA PABPN1, ograniczajac
synteze tego biatka'®. Inny kolisty RNA, circZNF609, oddziatuje z biatkiem HuR, promujac

jego wigzanie z mRNA CKAPS5 i wzmacniajac translacjg CKAPS, co w konsekwencji reguluje
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funkcje mikrotubul w komoérkach nowotworowych i wspomaga progresje cyklu

komorkowego,

CircRNA mogg réwniez uczestniczy¢ w transporcie biatek. Na przyktad circAMOTLL,
wysoce eksprymowany w tkance serca noworodkow, wigze biatka PDK1 1 AKT1, zwigkszajac
fosforylacje AKT1 i ulatwiajac jego translokacje do jadra komoérkowego. Mechanizm ten
wspiera przezycie kardiomiocytdw oraz ich regeneracje!®. Z kolei circYAP1 wiaze biatko

YAP1, zapobiegajac jego fosforylacji i zwigkszajac transport YAP1 do jadra komérkowego®'.

Znane oddziatywania circRNA z biatkami oraz ich funkcje zostaly podsumowane

| przedstawione w Tabeli 3 w punkcie 1.4.5.

1.3.4.3. Translacja kolistych RNA
Nieliczne prace przedstawiaja mechanizmy translacji circRNA lub ich fragmentéw do

peptydow, mimo braku koncow 3’ i 5° (Ryc. 7). Udowodniono, ze translacja circRNA moze
zachodzi¢ dzigki niekanonicznym mechanizmom inicjacji, takim jak obecno$¢ wewnetrznego
miejsca wigzania rybosomu (ang. internal ribosome entry site, IRES) lub modyfikacje
posttranskrypcyjne, np. m®A. Legnini i wspotpracownicy zidentyfikowali otwarta ramke
odczytu (ang. open reading frame, ORF) w sekwencji circZNF609 i wykazali, ze ulega on
translacji do biatka w sposob zalezny od splicingu, ale niezalezny od czapeczki 5°. Wyniki te
pokazaty, ze circZNF609 koduje biatko regulujace proliferacje mioblastow*8. W innej pracy
wykazano, ze CircPINTexon2 zawiera funkcjonalny IRES, ktoéry umozliwia syntez¢ peptydu
o dtugoéci 87 aminokwaséw, hamujacego proliferacje komorek glejakal®®. Jeszcze inna grupa
badawcza zidentyfikowata, w pomiarze spektrometrii mas, biatko pochodzace z circMbl3*,
CircMbl jest interesujgcy rowniez z innego wzgledu. Wezesniejsze badania wykazaty, ze
biogeneza circMbl jest regulowana przez czynnik splicingowy - biatko MBL kodowane przez
gen muscleblind. Biatko to wigze si¢ z intronami flankujagcymi sekwencje circMbl, co
umozliwia jego cyrkularyzacje. Co ciekawe, circMbl moze wigza¢ si¢ z biatkiem MBL
1 modulowa¢ jego dostepnos¢, tworzac mechanizm sprz¢zenia zwrotnego, ktéry reguluje

biogeneze kolistego RNA2,

1.4. Metody badania interakcji RNA-bialtko in vivo

W warunkach natywnych wigkszo$¢ biatek oddzialuje z czasteczkami RNA w sposob
przejSciowy, gltownie za posrednictwem wigzan wodorowych lub oddziatywan
elektrostatycznych®®-1%, Pomimo trudnosci wynikajacych z wysokiej dynamiki tych

interakcji, opracowano kilka metod umozliwiajacych ich badanie. Metody te zazwyczaj
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polegaja na izolacji komplekséw rybonukleoproteinowych (ang. ribonucleoprotein, RNP)
w ich stanie natywnym lub po etapie sieciowania, ktore stabilizuje interakcje RNA-biatko
poprzez wprowadzenie wigzan kowalencyjnych miedzy zasadami w RNA a preferowanymi
aminokwasami w biatku. Jednym z klasycznych podejs¢ do badania oddzialywan RNA-biatko
jest izolacja pojedynczego RBP i analiza zwigzanych z nim czasteczek RNA lub izolacja
okreslonego RNA i identyfikacja oddzialujacych z nim RBP¥®% Na pograniczu tych dwoch

podej$¢ rozwijaja si¢ metody umozliwiajace badanie catkowitego interaktomu RNA-biatko.

1.4.1. Stabilizowanie interakcji RNA-bialko

Sieciowanie to proces chemicznego taczenia dwoéch lub wigcej czasteczek poprzez
tworzenie wigzan kowalencyjnych w miejscu ich oddziatywania. Interakcje RNA-biatko mozna
stabilizowa¢ za pomocag odczynnikdw chemicznych, takich jak formaldehyd (ang.
formaldehyde, FA) czy paraformaldehyd (ang. paraformaldehyde, PFA), lub poprzez
naswietlanie materiatu biologicznego promieniowaniem ultrafioletowym (ang. ultraviolet, UV)
o okreslonej dtugosci fali. Sieciowanie umozliwia stosowanie rygorystycznych warunkow
w procedurach badawczych analizujacych oddziatywania RNA-biatko, zwickszajac

specyficznosé i skuteczno$é izolacji komplekséw RNA-RBP%,

1.4.1.1. Sieciowanie formaldehydem
Chemiczne sieciowanie z uzyciem FA lub PFA moze prowadzi¢ do stabilizacji interakcji

kwas nukleinowy-biatko oraz biatko-biatko i przebiega w dwoch etapach. W przypadku
sieciowania interakcji RNA-biatko, w pierwszym etapie FA reaguje z silnym nukleofilem,
takim jak grupa aminowa w aminokwasie biatka, co prowadzi do powstania produktu
posredniego, ktory szybko przeksztatca si¢ w zasade Schiffa (iming). Aminokwasy najczgsciej
reagujace z FA to lizyna, arginina, histydyna, cysteina, tryptofan, tyrozyna, asparagina
i glutamina®®®. W drugim etapie zasada Schiffa reaguje z innym nukleofilem np. zasada RNA,
co ostatecznie prowadzi do powstania usieciowanego produktu RNA-biatko. Nukleofil
w drugim etapie reakcji moze pochodzi¢ réwniez z innego biatka lub DNA, co skutkuje
powstaniem kompleksow biatko-biatko lub biatko-DNA. Kolejng istotng cechg sieciowania
chemicznego jest jego odwracalno$¢ na obu etapach reakcjil®®. Wykazano, ze zmiany stezenia
stosowanego FA oraz czasu inkubacji z odczynnikiem chemicznym podczas procesu utrwalania
wplywaja na stabilizacje¢ interakcji RNA-biatko lub przesuwaja reakcje w kierunku sieciowania
komplekséw DNA/biatko-biatko!®®. Zdolnoé¢ FA do stabilizacji interakcji miedzy réznymi

makroczasteczkami jest zaleta w badaniach interakcji RNA-DNA-biatko. Reakcje sieciowania
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za pomocg FA mozna wzmocni¢ poprzez dodanie niektorych aminokwaséw, takich jak lizyna
160,162

lub glicyna

1.4.1.2. Sieciowanie UV

Sieciowanie UV jest jedng z podstawowych metod stosowanych do stabilizacji kontaktow
RNA-biatko. Naswietlanie komorek promieniowaniem UV prowadzi do utworzenia wigzania
kowalencyjnego mig¢dzy pier§cieniami aromatycznymi znajdujgcymi si¢ w bliskim sgsiedztwie,
ktére wystgpuja zarowno w zasadach azotowych kwasow nukleinowych, jak i w wybranych
aminokwasach (Ryc. 8)'®%. Wykorzystanie $wiatta UV stanowi standard w badaniach
oddziatywan RNA-biatko, poniewaz wigzania kowalencyjne powstaja gltownie miedzy
czasteczkami RNA i biatkami bedagcymi w bezposrednim kontakcie, nie promujac jednocze$nie
powstawania wiazan kowalencyjnych w oddzialywaniach biatko-biatko!®*. Zazwyczaj stosuje
si¢ naswietlanie $wiattem UV 0 dlugosci fali 254 nm. Alternatywnym podejsciem jest
sieciowanie UV przy dtugosci fali 365 nm, ktore polega na utrwaleniu oddziatywan pomig¢dzy
biatkami i czasteczkami RNA, ktore zawieraja fotoreaktywne rybonukleozydy, np.
4-tiourydyne (4SU) lub 6-tioguanozyng (6SG). Sieciowanie UV przy dlugosci fali 365 nm
pozwala osiggna¢ wyzszag wydajnos$¢ stabilizacji kompleksow RNA-biatko w poréwnaniu

z naswietlaniem $wiattem o dtugosci fali 254 nm*®.

5 ) : ;’KVV\
' RBPt/ R /
~ tyrozyna

uracyl

Rycina 8. Sieciowanie UV. Tworzenie wigzania kowalencyjnego miedzy pierscieniami aromatycznymi

zasad azotowych (np. uracylu) i aminokwasow (np. tyrozyny). R — rodnik. Utworzono w oparciu o Urdaneta &

Beckmann 2020 oraz Kramer i inni 2011164168,

Wydajnos¢ sieciowania UV jest zalezna od wilasciwosci nukleotydow 1 reszt
aminokwasowych. Pirymidyny wykazuja wyzsza fotoreaktywno$¢ niz puryny'®. Jesli chodzi
o aminokwasy, najwyzsza reaktywnoscia cechujg si¢ reszty cysteiny, lizyny, fenyloalaniny,
tryptofanu i tyrozyny, podczas gdy histydyna oraz kwasy glutaminowy i asparaginowy

167

charakteryzuja si¢ nieco nizsza wydajnosciag sieciowania™’. Nalezy pami¢taé, ze nie kazde
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biatko ulega efektywnemu sieciowaniu z RNA po naswietlaniu swiattem UV, co jest wynikiem
wysokiej dynamiki i przejSciowego charakteru interakcji RNA-biatko® oraz réznej
fotoreaktywnoséci okreslonych aminokwasow i nukleotydow®%%’. W przeciwienstwie do

sieciowania chemicznego, sieciowanie UV jest termostabilne i nieodwracalne.

1.4.2. Metody analityczne zorientowane na wzbogacanie pojedynczego bialka
w kompleksie z RNA

Immunoprecypitacja RNA (ang. RNA immunoprecipitation, RIP) stanowi podstawowe
podejscie ex vivo stuzace do izolacji pojedynczego biatka w celu analizy zwigzanych z nim
czgsteczek RNA. Metoda ta obejmuje izolacje natywnych kompleksow RBP-RNA z ekstraktu
komoérkowego lub tkankowego przy uzyciu przeciwciat specyficznych dla danego RBP,
a nastepnie izolacje i identyfikacje zwiazanego RNA metodami biologii molekularnej®®1°, np.
poprzez sekwencjonowanie RNA (ang. RNA immunoprecipitation sequencing, RIP-seq) (Ryc.
9). Od momentu opracowania, metoda RIP byta wielokrotnie wykorzystywana do badania
interakcji RNA-biatko, przyczyniajac si¢ m.in. do odkrycia nowych klas RNA wigzanych przez
RBP, np. wigzanie INCRNA Xist, Tsix i HOTAIR przez biatka kompleksu represyjnego

Polycomb 237171172,

Protokot RIP opiera si¢ na wychwytywaniu kompleksow RNA-biatko w stanie natywnym,
co uniemozliwia zastosowanie rygorystycznych warunkéw ptukania po immunoprecypitacji.
To ograniczenie moze prowadzi¢ do identyfikacji niespecyficznych interakcji RNA-biatko,
ktore nie wystepujg in vivo. Np. wykazano, ze podczas lizy komérek moze dochodzi¢ do
powstania oddzialywan miedzy czasteczkami, ktore w warunkach fizjologicznych nie maja

mozliwosci wzajemnego oddziatywanial’3,

Problem ten rozwigzano poprzez wprowadzenie metody sieciowania i immunoprecypitacji
(ang. cross-linking and immunoprecipitation, CLIP). CLIP stanowi zmodyfikowang wersje¢
protokotu RIP z dodatkowym etapem stabilizacji oddziatywan RNA-biatko (Ryc. 9). Materiat
biologiczny poddawany jest naswietlaniu $wiattem UV o dtugosci fali 254 nm, co indukuje
kowalencyjne potaczenie RNA z bialkiem podczas ich bezposredniej interakcji. Nastgpnie
kompleksy RNA-biatko izoluje si¢ przy uzyciu przeciwciat specyficznych dla danego biatka.
Wprowadzenie sieciowania umozliwia zastosowanie bardziej rygorystycznych warunkow
izolacji RNP oraz precyzyjng identyfikacje docelowych RNA. Frakcje RNA analizuje si¢
metoda wysokoprzepustowego sekwencjonowania, a catg procedure okresla si¢ jako CLIP-seq
(ang. cross-linking immunoprecipitation followed by high-throughput sequencing) lub HITS-
CLIP (ang. high-throughput sequencing of RNA isolated by CLIP)}"*17> Zmodyfikowane
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metody CLIP, opracowane w ostatnich kilku latach, znaczaco podnosza swoistos¢, czutos¢ oraz
precyzje mapowania interakcji RNA-biatko, wykorzystujac m.in. fotoreaktywne nukleozydy

i zoptymalizowane procedury przygotowania bibliotek!6>176-181,

RIP <
Ekstrakcja RNA . .
Izolacja kompleksu RNA-biatko Przygotowanie Sekwgnqopowame
w warunkach natywnych biblioteki i analiza
CLIP
5 A3
P 3'ligacja E = -
[ Oczyszczanie zelu = = = _==__
ﬁ 5'ligacja 30 b -
( | BT
. . Amplifikacja PR ——— Sekwencjonowanie
T Izolacja kompleksu RNA-biatko i analiza
Naswietlanie UV w warunkach denaturujgcych Przygotowanie
bibliotek RNA

Czesciowe trawienie RNA

Rycina 9. Metody badania interakcji RNA-bialko zorientowane na wychwytywaniu RBP.

Glownym ograniczeniem metod opartych na CLIP jest konieczno$¢ posiadania
przeciwciala o wysokiej swoistosci. Alternatywa sa techniki niezalezne od przeciwciatl, takie
jak TRIBE (ang. targets of RNA-binding proteins identified by editing), gdzie RBP poddaje si¢
fuzji z domeng katalityczng ADAR, indukujac edycje adenozyn do inozyn w docelowym
RNA2 Podobnie metoda STAMP (ang. surveying targets by APOBEC-mediated profiling)
wykorzystuje fuzj¢ RBP z deaminazg APOBECI, generujagca konwersj¢ cytozyn do uracyli
w RNA,

1.4.3. Metody analityczne zorientowane na wzbogacanie pojedynczego RNA
w kompleksie z biatkami

Metody RIP oraz CLIP s3 bardzo przydatne do identyfikacji czasteczek RNA
oddziatujacych z interesujagcym nas biatkiem. Natomiast jesli obiektem zainteresowania sg
biatka oddziatujace z konkretnym RNA, wykorzystuje si¢ metody typu RNA pull-down, ktoére
polegaja na specyficznym wychwytywaniu docelowej czasteczki RNA z komorki wraz z jej
biatkowymi partnerami. W ten sposob uzyskuje si¢ tzw. RBPom (ang. RBPome), czyli zestaw
biatek wigzacych konkretne RNA. Metody RNA-centryczne staty si¢ standardem w analizie
interakcji RNA-biatko in vivo. Ich rozwdj pozwala na mapowania sieci regulacyjnych

z udziatem niekodujacych RNA, co dotychczas zostato wykorzystane gldwnie dla IncRNA.
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Metody RNA pull-down, takie jak CHART (ang. RNA capture hybridization
analysis®+18) ChIRP-MS (ang. chromatin isolation by RNA purification followed by mass
spectrometry?218) HyPR-MS (ang. hybridization purification of RNA-protein complexes
followed by mass spectrometry’®”), RAP-MS (ang. RNA antisense purification coupled with
mass spectrometry!818%) iDRIiP (ang. identification of proteins directly interacting with
RNA), czy VvIPR (ang. in vivo interactions by pull-down of RNA™Y)  umozliwiaja
identyfikacj¢ biatek oddziatujgcych in vivo z konkretnymi czgsteczkami RNA, co jest kluczowe
dla zrozumienia ich funkcji. Ich sita lezy w specyficzno$ci, pozwalajacej badaé interakcje
wybranego RNA z jego interaktomem biatkowym w warunkach komoérkowych. Centralnym
etapem jest stabilizacja komplekséw RNA-biatko, najczg$ciej za pomoca sieciowania
formaldehydem lub promieniowaniem UV. Nastepnie, docelowe RNA wraz z przytaczonymi
biatkami jest wychwytywane z uzyciem oligonukleotydéw antysensownych (ang. antisense
oligonucleotides, ASO) znakowanych biotyna, a zwigzane biatka identyfikuje si¢ spektrometrig
mas sprzgzong z chromatografig cieczowa (ang. liquid chromatography-mass spectrometry,
LC-MS/MS), co zaprezentowano na Rycinie 10. Metody te umozliwity m.in. identyfikacje

192 Mapowanie interaktomow

biatek stabilizujagcych mRNA Ank w dendrytach neuronow
INcRNA81% graz badanie regulacyjne;j roli regionéw UTR (ang. untranslated region) mRNA

w transkrypcji i translacji'®.

Naswietlanie UV

Intensity

lub m/z
P 4 - Hybrydyzacja RNA Wychwytywanie RNA-RBP na . i anallii(;l?:n?i:atezﬁiczna
2= z sondami biotynylowanymi kulkach pokrytych streptawidyna (LC-MS/MS)

Si.eé'\VO\;vﬂar.wie
formaldehydem
Rycina 10. Metody RNA-centryczne oparte na wykorzystaniu ASO znakowanych biotyna
do badania interakcji RNA-bialko.

Techniki oparte o wykorzystanie ASO nalezg do najczescie] wykorzystywanych metod
RNA pull-down. Podobienstwa i roéznice w kluczowych protokotach opartych na ASO
znakowanych biotyna, zaré6wno dla metod poprzedzonych sieciowaniem formaldehydem
(CHART, ChIRP-MS, HyPR-MS), jak i naswietlaniem $wiattem UV (RAP-MS, VIPR),

prezentuje Tabela 2.
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Tabela 2. Poréwnanie wybranych metod badania interakcji RNA-bialko opartych

hybrydyzacji docelowego RNA z ASO.

Material

wyjsSciowy (input)

Docelowe RNA

Oligonukleotydy

(sondy)

Dlugos¢ sond
Liczba sond

Metoda
sieciowania

Hybrydyzacja
sondy z RNA

Wzbogacanie
kompleksu
RNA-biatko

Elucja bialek

Elucja RNA

Identyfikacja
bialek

Ocena

wzbogacenia RNA

CHART-MS!18
Linia
komorkowa
MCF-7
IncRNA: roX2,

NEAT1,
MALAT1

Znakowane
biotyna ASO
DNA

25nt
1

3% FA, 30 min

20°C, 12 h

Zywica pokryta
streptawidynag

Trawienie
trypsyna

Trawienie
proteinaza K

Western Blot

LC-MS/MS

RT-qPCR

ChIRP-MS162
Zarodkowe
komorki
macierzyste
IncRNA:

TERC, roX2,
HOTAIR, Xist

Znakowane
biotyng ASO
DNA

20 nt
43

3% FA, 30 min

37°C,4-16 h

Kulki pokryte
streptawidyna

Elucja cieplna,
nadmiar biotyny

Trawienie
proteinaza K

Western Blot

LC-MS/MS

RT-gPCR

RAP-MS188
Zarodkowe
komorki
macierzyste

U1 snRNA, 18S

rRNA, IncRNA
Xist

Znakowane
biotyng ASO
DNA

90 nt
142

UV 254 nm

67°C,2h

Kulki pokryte
streptawidyna

Trawienie
benzonaza

Trawienie
proteinaza K

Western Blot

LC-MS/MS

RT-qPCR

HyPR-MS7

Komorki raka
prostaty PC3

IncRNA:

MALATL, NEATL,

NORAD

Znakowane biotyna

ASO
wychwytujace z
,uchwytem” na
koncu 5’

Oligonukleotydy
uwalniajace z
,uchwytem” na
koncu 3’

20-30 nt
2-3

1% FA, 10 min

37°C,3h

Kulki pokryte
streptawidyna

Uwolnienie za
posrednictwem
Luchwytu”

Procedura eFASP

(Spiniello 2018)

Trawienie
proteinaza K

Western Blot

LC-MS/MS

RT-gPCR

na

VIRP1!
Szczepy

C. elegans

mMRNA:
lin-41,

gldl,

alg-1
Znakowane
biotyng ASO
DNA

20 nt
10

UV 312-365 nm
lub UV 254 nm

2% PFA, 30 min

37°C,21lub 12 h

Kulki pokryte
streptawidyna

Trawienie
benzonaza

Trawienie
proteinaza K

Western Blot

LC-MS/MS

RT-gPCR
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Chociaz metody RNA pull-down, takie jak CHART, ChIRP-MS czy RAP-MS, okazaly
si¢ niezwykle przydatne w identyfikacji biatkowych partnerow specyficznych INCRNA takich
jak NEAT1, MALAT1, HOTAIR, NORAD, czy Xist, znaczaco poszerzajgc wiedz¢ o tych

h162185188 " npalezy zauwazyé, ze wigkszo§¢ z nich byta dotychczas stosowana

czasteczkac
glownie w liniach komoérkowych, co moze ogranicza¢ pelne zrozumienie wykrytych interakcji
RNA-biatko w bardziej ztozonym uktadzie biologicznym, takim jak tkanki. Sposrod
przedstawionych technik, jedynie metoda vIPR zostala wykorzystana w prostym organizmie

wielokomoérkowym Caenorhabditis elegans (C. elegans)®®L,

W ostatnich latach opracowano nowe metody RNA pull-down, takie jak RaPID (ang.
RNA-protein interaction detection'®), systemy oparte na CRISPR, jak CRUIS (ang. the
CRISPR-based RNA-united interacting system'*®®) i CARPID (ang. CRISPR-assisted RNA—
protein interaction detection method!®®), oraz techniki wykorzystujace aptamery omijajace etap
sieciowania, opierajac si¢ na znakowaniu w bliskiej odlegtosci, lub specyficznych interakcjach
aptamer-ligand do identyfikacji biatek oddziatujacych z RNA"1% Metody te, np. RaPID oraz
CRUIS/CARPID, wykorzystuja ligaze biotynowa sprzgzong z komponentem wigzacym RNA
(jak biatko A-N w RaPID), lub nieaktywng Kkatalitycznie nukleazg Cas (dCas9/dCasl3a
w CRUIS/CARPID), ktora jest precyzyjnie kierowana do docelowego RNA przez wbudowany
aptamer (BoxB w RaPID), lub guide-RNA (gRNA w systemach CRISPR)+1%, W efekcie,
biatka znajdujace si¢ w bezposrednim sasiedztwie docelowego RNA sa znakowane biotyna, co

umozliwia ich p6zniejszg izolacje (Ryc. 11).

Chociaz te nowatorskie podejscia po raz kolejny przyczynity si¢ do poglgbienia wiedzy
o interakcjach ncRNA z biatkami, to maja ograniczone zastosowanie w przypadku badania
oddzialywan RNA-RBP bezposrednio w tkankach. Metody te polegaja na wprowadzaniu
konstruktow genetycznych do komoérek celem ekspresji niezbednych elementow systemu, np.
plazmidow kodujacych docelowe RNA z aptamerami, biatka fuzyjne z ligazami biotynowymi
czy komponenty systemu CRISPR, jak dCas i gRNA. Zastosowanie tych metod jest zatem
technologicznie ograniczone do hodowli komorkowych. Skuteczne i kontrolowane
dostarczenie tych ztozonych systemow do wszystkich komorek w obrebie heterogennych
tkanek in vivo stanowi znaczace wyzwanie, ograniczajace ich bezposrednie wykorzystanie do

badan w tkankach lub organizmach.
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Rycina 11. Metody RNA-centryczne bez sieciowania kompleks6w RNA-bialko.

1.4.4. Metody badania calkowitego interaktomu RNA z bialkami

Opracowano kilka podejs¢ skierowanych na identyfikacj¢ oddziatywan transkryptom-
biatka, tj. detekcji sktadnikow proteomu 1 transkryptomu zaangazowanych globalnie we
wzajemne oddziatywania. Najwcze$niej opracowane metody koncentrowaly si¢ na
identyfikacji repertuaru RBP zwigzanych z mRNA w hodowlach komérkowych. Protokoty te
obejmowaty napromieniowanie komoérek $wiattem UV, nastepnie izolacjg mRNA z lizatow
komorkowych przy uzyciu kulek magnetycznych pokrytych oligo(dT) wraz z biatkami (Ryc.
12), a RBP oddziatujace z mRNA byty identyfikowane za pomocg LC-MS/MS*". Wdrozenie
protokotlu RIC i jego zmodyfikowanej, ulepszonej wersji eRIC (ang. enhanced RNA
interactome capture) wykorzystujacej sondy LNA (ang. locked nucleic acid) oraz
zoptymalizowane warunki wychwytywania kompleksow mRNA-biatko, umozliwito
poszerzenie katalogu RBP oraz scharakteryzowanie regionow cis-regulacyjnych w obrebie
poliadenylowanych RNA%!% Metody te pozwolity takze na identyfikacje oddziatywan RBP
z poliadenylowanymi ncRNA, takimi jak IncRNA czy z wirusowym RNA w modelach

komérkowych!6:17:200,

W ostatnim czasie opublikowano dwa przetomowe badania wykorzystujagce metody oparte
na wychwytywaniu poliadenylowanych RNA i wigzacych si¢ do nich biatek bezposrednio
w tkankach!?%*, W pierwszym z nich zastosowano eRIC do charakterystyki proteomu

zwigzanego z mRNA w tkankach mdzgu, nerek 1 watroby myszy, ujawniajac m.in., narzgdowo-
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specyficzng aktywno$¢ RBP niezalezng od poziomu ekspresji tych biatek oraz wigzanie RNA
przez ponad sto klasycznych enzyméw metabolicznych, ktére nie posiadaja domen typu RBD*,
W drugim badaniu wykorzystano metode pCLAP (ang. peptide cross-linking and affinity
purification) do poréwnania interaktoméw RBP-mRNA w zdrowym moézgu myszy i modelu
choroby Huntingtona (HD)?*X. W protokole pCLAP zastosowano sieciowanie interakcji RNA-
biatko $wiattem UV bezposrednio w homogenatach tkankowych (uzyskanych w procesie
delikatnej dysocjacji moézgu w buforze). Biatka w homogenacie tkankowym sg wstepnie
trawione do peptydow, a dalsza procedura obejmuje izolacje peptydéw kowalencyjnie
zwigzanych z poliadenylowanym RNA za pomoca kulek oligo(dT) i ich identyfikacj¢ metoda
spektrometrii mas. Udoskonalenia w procedurze, nazwanej brain-pCLAP, umozliwily analizg
interaktomu RNA-biatko z niewielkiej ilosci materiatu, tj., w jednej potkuli mézgu myszy, oraz
mapowanie regionéw biatek zaangazowanych w wigzanie RNA. Dzigki zastosowaniu metody
pCLAP zidentyfikowano nieprawidtowg regulacje biatka RBMS5 w mozgu myszy bedacej
modelem HD?!, Oba podejscia, eRIC i pCLAP, stworzyly nowe mozliwosci badania

o

endogennych interakcji RNA-biatko w uktadach tkankowych.

L

RBI?J”( L —
AAAAA <
mRNA fo A
¢

S wychwytywanie
naswietlanie swiattem UV komplekséw mRNA-RBP
na kulkach oligo(dT)

Rycina 12. Uproszczony schemat wzbogacania kompleksow mRNA-RBP na kulkach
pokrytych oligo(dT) po naswietlaniu komorek / tkanek swiatlem UV.

Metody oparte na wzbogacaniu kompleksow RNA-biatko przy uzyciu oligo(dT)
w procesie RNA pull-down sg ograniczone do identyfikacji RBP wigzgcych poliadenylowane
RNA, tj., mRNA i wybrane IncRNA. Wiele wspotczesnych podejs¢ umozliwia jednak
odzyskiwanie interaktomu RNA-biatko dla transkryptoéw poliadenylowanych i tych
niepoliadenylowanych. Przyktadowo, metoda RBD-ID (ang. proteomic identification of RNA-

binding regions) taczy inkorporacj¢ 4SU, sieciowanie UV i spektrometri¢ mas do mapowania
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interakcji RNA-biatko w jadrowych frakcjach komérkowych?®. Dzieki analizie zmian masy
peptydow usieciowanych z RNA znakowanym 4SU zidentyfikowano nowe RBP, w tym biatka
bez wczesniejszej adnotacji funkcjonalnej zwigzanej z wigzaniem RNA, a takze bialka

oddziatujace z ncRNA?%,

Strategie pomijajace status poliadenylacji transkryptow w badaniu oddzialywan RNA-
biatko wykorzystuja, np. chemig ,,klik” (ang. click chemistry) do badania oddzialywan RNA
wyznakowanych 5-etynylourydyna (S5EU)?®?%%,  Protokoly te obejmuja znakowanie
metaboliczne RNA w hodowlach komoérkowych poprzez transkrypcyjng inkorporacje SEU,
sieciowanie UV, reakcj¢ z azydkiem-biotyna oraz oczyszczanie powinowactwa. Wsrod
wykrywanych RNA w kompleksie z biatkami znajdujg si¢ nie tylko mRNA, ale takze mate
jadrowe RNA (ang. small nuclear RNA, snRNA), IncRNA i miRNA. Oprocz klasycznych RBP

zidentyfikowano biatka wigzace DNA (np. regulatory mitozy)?® oraz enzymy metaboliczne?®.

Najnowsze podejscie, nazwane HARD-AP (ang. high-affinity RNA-binding domain Affinity
Purification), wykorzystuje specjalnie zaprojektowane biatko HARD o wysokim, niezaleznym
od sekwencji powinowactwie do réznych klas RNA, w tym niepoliadenylowanych RNA.
Biatko HARD stuzy do efektywnego wychwytywania kompleksow RNA-biatko bezposrednio
ze $wiezych tkanek. Innowacyjno§¢ HARD-AP polega na mozliwos$ci izolacji bialek bez
koniecznosci sieciowania, cho¢ opcjonalne sieciowanie UV i ptukanie buforami o wysokim
stezeniu soli moze dodatkowo zwigkszaé specyficznos$¢ i utrwali¢ stabsze interakcje RNA-
biatko. Metoda HARD pozwolita na stworzenie kompleksowego atlasu biatek wigzacych RNA

w roznych organach myszy i identyfikacje nowej domeny wiazacej RNA - domeny LIM?%,

Kilka lat temu trzy zespoty badawcze opracowaty metody umozliwiajace globalng analizg
interakcji RNA-biatko, obejmujacych zaréwno kompleksy RBP-mRNA, jak i RBP
z niepoliadenylowanymi transkryptami, z wykorzystaniem separacji faz organicznych?®.
Metody XRNAX (ang. protein-crosslinked RNA extraction®”), PTEX (ang. phenol toluol
extraction?) i OOPS (ang. orthogonal organic phase separation®®®) opieraja sie na zjawisku
separacji usieciowanych kompleksow RNA-biatko w interfazie podczas ekstrakcji z uzyciem
mieszanin organicznych (Ryc. 13). Wykorzystanie tych technik pozwolito na identyfikacje
nowych RBP, w tym licznych regulator6w remodelowania chromatyny oraz biatek
pozbawionych kanonicznych RBD. Co istotne, metody te efektywnie wychwytuja
niepoliadenylowane RNA, takie jak transportujace RNA (ang. transfer RNA, tRNA),
rybosomalne RNA (ang. ribosomal RNA, rRNA ) oraz IncRNA2°"-2%_ W 2023 roku do tego
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zestawu metod dolagczylo LEAP-RBP (ang. liquid-emulsion-assisted-purification of RNA-
bound protein), charakteryzujace si¢ wyjatkowa selektywnoscig w izolacji kompleksow RNA-
biatko nawet przy ich niskiej obfitosci?®. Metoda ta, po standardowym sieciowaniu UV
interakcji RNA-biatko, wykorzystuje unikalny, heterogeniczny system rozpuszczalnikow
wzbogacony litem, ktory umozliwia szybkie i1 selektywne wytrgcanie kompleksow RNA-
biatko. Dzi¢ki temu LEAP-RBP znaczaco redukuje tlo pochodzace od wolnych, niezwigzanych
z RNA biatek?!?.

Organiczna separacja fazowa komplekséw RNA-biatko znajduje rowniez zastosowanie
w analizie RNA zwigzanych z RBP np. poprzez sekwencjonowanie fragmentdow RNA
zwigzanych z bialkami?!!. POP-seq (ang. protein occupancy profile-sequencing) dostarczyt
kompleksowych map miejsc wigzania RBP w transkryptomie, ujawniajagc m.in., ze wysoko
eksprymowane IncRNA moga pehi¢ funkcje ,,gabek” molekularnych i w ten sposéb

modulowaé dostepnoéé RBP?LL,

o . ¥ Q prébka interfazowa

wodna gD >
interfaza “\- - 4
—’ -
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,-“" faza organiczna )\W *’2\ {::}

—
. kompleksy  piatka  RNA DNA
RNA-biatko
Naswietlanie UV 0 : i
(254 nm) rganiczna separacja faz

Rycina 13. Separacja fazowa usieciowanych kompleksow RNA-bialko.

1.4.5. Metody badania oddzialywan kolistych RNA z bialkami

Funkcja wigkszosci circRNA pozostaje nieznana. Jak opisano we wczesniejszej Sekcji
1.3.4.2, oddzialywania pomiedzy kolistymi RNA a biatkami zostaty scharakteryzowane dla
matej grupy tych czasteczek, jednak te odkrycia wykazaty, ze circRNA mogg odgrywac istotne
role w regulacji proceséw komorkowych. Mimo postgpu w biologii molekularnej, techniki
stuzace do wychwytywania kompleksow circRNA-RBP zorientowane na pojedynczy circRNA
I wykonywalne w warunkach in vivo, wcigz sg mocno ograniczone i wymagajg optymalizacji.

Dotychczas wigkszo$¢ badan skupionych na identyfikacji partneréw biatkowych circRNA
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prowadzona byta w liniach komérkowych, a uzyskane, dzigki nim wyniki dotyczace funkcji

tych interakcji podsumowano w Tabeli 3.

Table 3. Funkcje molekularne komplekséw circRNA-RBP

Metoda wychwytywania
kompleksow circRNA-bialko

RIP

RIP

circRNA

circHomerla

circPABPN1

RBP

HuD

HuR

Funkcja

Zwigkszenie
ekspresji
synaptycznej
circHomerla

Hamowanie
wigzania biatka

Referencje
Zimmerman

202040

Abdelmohsen
2017144

HuR z mMRNA
PABPNL1 i
ograniczenie
syntezy PABPN1
Promowanie Rossi 2022145
interakcji mMRNA

CKAP5-HUR przez

CircZNF609 i

zwigkszona synteza

CKAP5

CLIP CircZNF609 HuUR

Bialtko-
centryczne
Modulowanie Cao 2024212
relokacji circRNA

podczas

réznicowania

neurondéw

RIP CircRTN4,
circADCY?2,
circLDLRAD3

PABPC1

RIP (+ RNA Stabilizowanie Yu 2023%13
pull-down in PTBP1 przez
Vitro) CircMBOAT2 i

ulatwienie eksportu

mRNA FASN do

cytoplazmy

CircMBOAT2 PTBP1

Okholm
2020%%7

Dane eCLIP
(+RIP)

circCDYL GRWD1 Regulowanie
targetow biatka

GRWD1

Hamowanie
aktywnosci PUR-a
przez ograniczenie
wigzania biatka do
promotoréw gendéw
docelowych

RNA pull-down  circCwc27 PUR-a Song 2022142

RNA-centryczne

Tworzenie Du 2016%*
kompleksu
circFoxo3-p21-

CDK2, ktory

RNA pull-down circFoxo3 CDK2, p21
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blokuje funkcje
CDK?2

RNA pull-down circSamd4 PURA, PURB Utworzenie Pandey
kompleksu, ktory 2020214
wzmacnia
miogenezg

RNA pull-down circyap TPM4, ACTG Wzmocnienie Wu 2022138
interakcji pomigdzy
TPM4 i ACTG

RNA pull-dowm  circGlis3 QKI Zwigkszenie Liu 202325
(+RIP) ekspresji circGlis3
za posrednictwem

QKI

RNA pull-down  circBtnll DDX3Y Zaklocenie Guo 2023%6
stabilnosci mRNA
Atf4 i hamowanie
samoodnawiania
komorek
macierzystych jelit

1.4.6. Wyzwania w badaniu endogennych circRNA i IncRNA metodami RNA pull-
down

Pierwszym technicznym aspektem, ktory stanowi wyzwanie w badaniu natywnych
kompleksow ncRNA-biatko, jest ich wcze$niejsza stabilizacja. Powszechnie stosowang
technikg jest sieciowanie oddziatywan RNA-biatko poprzez naswietlanie komorek
promieniowaniem UV, ktore umozliwia powstanie wigzania kowalencyjnego miedzy
czasteczkg RNA a biatkiem. Stworzenie takiego wigzania umozliwia zastosowanie bardziej
rygorystycznych warunkow wychwytywania i 0czyszczania kompleksow RNA-biatko, i tym
samym odmycie "tla”, czyli niespecyficznych, obficie wystepujacych w komorkach RBP
I RNA. Jednak wydajnos¢ sieciowania UV jest niska, co skutkuje brakiem detekcji interakcji
RNA-biatko dla czesci natywnych oddziatywan!®.

Jednym z wyzwan zwigzanych z metodami RNA pull-down, majacych na celu identyfikacje
RBP oddziatujacych z ncRNA, w tym circRNA, jest potrzeba uzyskania wydajnego
wzbogacenia RNA, wystarczajacego do ilosciowej 1 jakosciowej analizy zwigzanych z nimi
RBP. Wiele endogennych ncRNA wystepuje w komoérkach w niskiej liczbie kopii, co wymaga
bardzo duzej liczby komoérek w materiale wyjsciowym eksperymentu. Przyktadowo,
w metodologiach zaprojektowanych do badania interakcji IncRNA-biatko in vivo, takich jak
ChIRP-MS, CHART czy RAP-MS, uzyto odpowiednio okoto 100, 80 i 200 milionow komodrek
jako materiatu wyjsciowego!®21818 W przypadku badania INCRNA Xist, ktory ulega niskiej

ekspresji, jednak jest bardzo duzym transkryptem, ilo$§¢ materiatu wyj$ciowego zostala

47



zwigkszona do 800 milionow komorek!®818 Tak duza ilos¢ materiatu wyjsciowego moze
jednak prowadzi¢ do powstania ,.tfa”, tj. detekcji niespecyficznych biatek wigzacych si¢ z ASO
lub kulkami wykorzystywanymi do wychwytywania komplekséw RNA-biatko.

Kolejnym ograniczeniem eksperymentow RNA pull-down jest ich wysoki koszt. Techniki
te wymagaja duzych ilo$ci materialu komoérkowego Iub tkankowego, a takze uzycia
odczynnikow wysokiej jakosci, takich jak modyfikowane sondy DNA, kulki pokryte
streptawidyng czy inhibitory RNaz, co generuje znaczne koszty pojedynczego eksperymentu.

Dodatkowo, koliste RNA stanowig trudny obiekt badan. CircRNA sa generowane z tego
samego loci co ich liniowe odpowiedniki. W przypadku powstawania obu izoform (kolistej
I mMRNA) z jednego genu istnieje potrzeba zaprojektowania ASO do BSJ tak, aby
wychwytywaty one tylko circRNA. Zadanie to jest skomplikowane, poniewaz eksperyment
ogranicza si¢ wowczas do zastosowania tylko jednej sondy, co moze zmniejszy¢ jego
wydajnos¢ oraz/lub prowadzi¢ do niespecyficznego wigzania ASO z mRNA.

Z uwagi na fakt, ze wigkszo$¢ opublikowanych do tej pory protokotow RNA pull-down
byta ograniczona do badan w liniach komorkowych, istnieje potrzeba dostosowania metod
badania interakcji circRNA-biatko bezposrednio w tkankach, co pozwolitoby na uzyskanie
bardziej rzeczywistego obrazu oddziatywan tych czasteczek w warunkach tkankowych i lepsze
poznanie funkcji kolistych RNA.
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2. Cele pracy

Glownym celem rozprawy bylo opracowanie metod umozliwiajacych scharakteryzowanie
oddziatywan RNA-biatko w tkance mozgowej myszy, a takze ich wykorzystanie do okreslenia
funkcji komplekséw RNA-biatko oraz roli kolistych RNA w komédrkach uktadu nerwowego.
W ramach realizacji celu gtownego, wyznaczono nast¢pujace cele szczegotowe:

1. Adaptacja metody XRNAX do oceny efektywnoSci stabilizowania kompleksow

RNA-bialko i badan nad circRNA w materiale tkankowym.
Zoptymalizowano metode badania globalnych interakcji RNA-biatko (XRNAX?%") do
pracy z materiatem tkankowym, wiaczajac w to optymalizacje¢ metody homogenizacji
tkanki moézgowej myszy przed sieciowaniem UV. Za pomoca metod biologii
molekularnej takich jak: gRT-PCR, Northern blot, Western blot oraz barwienie srebrem
oceniano efektywnos¢ sieciowania kompleksow RNA-biatko swiattem UV. Wybrano
biopulweryzacje, jako optymalng metode homogenizacji do dalszych badan interakcji
RNA-biatko w tkankach. Wyselekcjonowano circRNA o potencjale wigzania biatek.

2. Zastosowanie zoptymalizowanego protokolu XRNAX do badan interakcji
calkowitego RNA (tj. bez wzgledu na status poliadenylacji) z biatkami w mézgu.
Przeprowadzono eksperymenty XRNAX w mozgu myszy typu dzikiego. Wsrod
interaktorow RNA wykryto kilkaset réznych bialek, z czego ~70% stanowily
kanoniczne RBP. Nastgpnie wykonano eksperymenty XRNAX w moézgu myszy
z defektem mielinizacji (mutantéow Mbp™), aby sprawdzié¢, czy metoda XRNAX
pozwoli na identyfikacj¢ zmian w oddziatywaniach RNA-biatko, ktore beda mogty
pomdce w zrozumieniu tej patologii uktadu nerwowego. Te badania ujawnity dziesiatki
RBP (w tym 16 biatek zaangazowanych w formowanie inkluzji cytoplazmatycznych
115 zaangazowanych w alternatywny splicing) o zmienionych oddziatywaniach z RNA
wzgledem myszy zdrowych, z ktorych walidowano MBNL1.

3. Opracowanie metody circRNA pull-down do badania interakcji circRNA
z bialkami w mézgu myszy.

Opracowano nowg metode circRNA pull-down efektywna we wzbogacaniu
specyficznych circRNA z tkanki mézgu poprzez wykonanie etapow jak podano ponize;.
Wybrano kryteria selekcji oraz dokonano selekcji kandydatow circRNA do
eksperymentu circRNA pull-down. Wybrano odpowiednie kontrole do eksperymentu.
Wykorzystano metod¢ homogenizacji poprzez kriogeniczne proszkowanie tkanki oraz
te same warunki naswietlania UV, ktore to zostatly wykorzystane do wykonywania

eksperymentow XRNAX. Zoptymalizowano kolejne kroki eksperymentu circRNA
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pull-down, wlaczajac w to wybdér sond do detekcji circRNA, czas i dlugosé
hybrydyzacji sond oraz sktad buforéw ptuczacych uzytych w eksperymencie.

. Analiza miRNA oraz RBP zwiazanych z wybranymi circRNA in vivo w mézgu.
Zoptymalizowany protokot circRNA pull-down testowano pod katem potencjalu
identyfikacji interaktorow miRNA oraz RBP in vivo w tkance. Wykonano analizy
miRNA TagMan oraz pomiary NanoString nCounter i potwierdzono wzbogacania
miRNA zwigzanych do circRNA Cdrlas znanych z wcze$niejszych doniesien
literaturowych. Barwienie srebrem zeli poliakrylamidowych ujawnito rdznicujgce
sygnaty dla bialek zwigzanych do réznych circRNA wzgledem kontroli negatywne;.
Przeprowadzono analizg LC-MS/MS 1 analiz¢ proteomiczng dla eluatow
z eksperymentéw RNA pull-down z sondg komplementarng do Cdrlas, ujawniajac
nowe, dotychczas nieznane biatka wiazace si¢ z ta czasteczka. Udowodniono, ze
opracowany w niniejszej pracy protokoét circRNA pull-down mozna z powodzeniem
stosowa¢ do wzbogacania kompleksow circRNA-miRNA-biatko i tym samym, do

badania oddziatywan natywnych circRNA z biatkami i miRNA w tkankach in vivo.
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3. Materialy i metody

3.1. Wazniejsze odczynniki chemiczne,

odczynnikéw

biochemiczne oraz gotowe zestawy

Tabela 4. Lista odczynnikéw chemicznych i biochemicznych

Nazwa \ Producent Numer katalogowy
Odczynniki
Chlorek wapnia Sigma Aldrich 21115
dNTP mix Thermo Fisher Scientific | R0152, R0162,
R0142, R0O172
Startery - random hexamer Thermo Fisher Scientific | 58875
Agaroza Roth 3810.4
Odczynnik do detekcji CDP-Star Thermo Fisher Scientific | T2214
Chloroform Sigma Aldrich C2432
Roztwor Denhardt (50X) Thermo Fisher Scientific | 750018
EDTA Thermo Fisher Scientific | 15575
EGTA Sigma Aldrich 324626
Siarczan dekstranu BioShop CAS#9011-18-1
Mieszanka do znakowania RNA DIG Roche 11277073910
Bufor dla DNazy | Thermo Fisher Scientific | B43
DPBS Thermo Fisher Scientific | 14190-144
PBS Roth 18912-014
Bufor dla polimerazy DreamTaq™ (Green Buffer, 10X) Thermo Fisher Scientific | B71
Bufor dla RNazy R Lucigen RNRO07250
Odczynnik do detekcji ECL GE Healthcare RNP2106
Etanol Merck 1.00986.2500
Fluoromount-G Thermo Fisher Scientific | 00-4958-02
GlycoBlue™ Coprecipitant Ambion AM9515
Chlorowodorek guanidyny BioShop GUAO001.500
Chlorek litu Sigma Aldrich L4408
Chlorek magnezu Thermo Fisher Scientific | AM9530G
Izopropanol Acros Organics 327270010
MOPS Roth 6979.4
Roztwor NBT/BCIP Roche 11681451001
Mileko odtluszczone Roth T145.3
Normal Goat Serum Control Invitrogen 31873
NuPAGE™ LDS Sample Buffer Thermo Fisher Scientific | NPO007
Medium do mrozenia tkanek O.C.T. Leica 14020108926
PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder Thermo Fisher Scientific | 26619
Paraformaldehyd Roth 0335.3
PBS Roth 18912-014
Inhibitor RNaz RiboLock Thermo Fisher Scientific | EO0384
Mysi inhibitor RNaz New England Biolabs M0314
Inhibitory proteaz (cocktail set 111) Calbiochem 539134
Mocznik Sigma Aldrich u0631
RotiStock 20% SDS Roth 1057.1
Chlorek sodu Roth 0601.2
Deoksycholan sodu Sigma Aldrich D6750
SYBR™ Gold Nucleic Acid Gel Stain Thermo Fisher Scientific | S11494
SYBR™ Safe DNA Gel Stain Invitrogen S33102
TCEP Sigma Aldrich 646547
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Tris Roth 0188.4
Triton X-100 Sigma Aldrich 93443
TRIzol Thermo Fisher Scientific | 15596026
TWEEN®20 Sigma Aldrich P9416
UltraPure 1M Tris-HCI, pH 7.5 Thermo Fisher Scientific | 15567-027
UltraPure 1M Tris-HCI, pH 8.0 Thermo Fisher Scientific | 15568-025
UltraPure™ SSC, 20x Thermo Fisher Scientific | 15557036
Vectashield mounting medium with DAPI Vector Laboratories H-1200-10
Dynabeads™ MyOne™ Streptavidin C1 Thermo Fisher Scientific | 65002
Oligo d(T)25 Magnetic Beads New England Biolabs S1419S
NP-40 Thermo Fisher Scientific | 85124
SDS Thermo Fisher Scientific | AM9823
NorthernMax Thermo Fisher Scientific | AM8677
Odczynnik blokujacy Sigma Aldrich 11096176001
Kwas maleinowy Sigma Aldrich MO0375
Glicyna Roth 3187.5
Gotowe zestawy odczynnikow

DNAfree DNA Removal Kit Thermo Fisher Scientific | AM1906
MEGAclear™ Kit Purification of Transcription Reactions Thermo Fisher Scientific | AM1908
5x HOT FIREPol® EvaGreen® qPCR Mix Plus (no ROX) Solis BioDyne 08-25-0000S
Pierce High pH Reversed-Phase Peptide Fractionation Kit Thermo Fisher Scientific | 84868
Pierce™ BCA Protein Assay Kit Thermo Fisher Scientific | 23227
RNeasy MINI Kit Qiagen 74104
SilverXpress™ Silver Staining Kit Thermo Fisher Scientific | LC6100
Dynabeads™ Streptavidin Trial Kit Thermo Fisher Scientific | 65801D

72-multiplex TagSet Custom Nanostring Gene Expression
Code Set

Nanostring
Technologies, Seattle,
USA

XT-ELE-P1TS-072
Piwecka i inni 2017

Mouse v1.5 miRNA assay

Nanostring

CSO-MMIR15-12

Technologies, Seattle, Mu-MIRTAG-12
USA
Enzymy
DNaza | Thermo Fisher Scientific | EN0521
Polimeraza DNA Dream Taq Thermo Fisher Scientific | EPO703
Odwrotna transkryptaza Maxima H Minus Thermo Fisher Scientific | EP0752
Odwrotnej transkryptaza SuperScript 111 Thermo Fisher Scientific | 18080093
Proteaza Il z zestawu RNAscope™ Advanced Cell 322381
Diagnostics
Proteinaza K Roche 3115828001
RNaza A Thermo Fisher Scientific | EN0531
RNaza | Ambion AM2295
RNaza T1 Thermo Fisher Scientific | EN0541
RNaza R Lucigen RNRO07250
Mix Trypsyna / LysC Promega V5073
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3.2. Przeciwciala

Tabela 5. Lista przeciwcial

Nazwa | Producent | Numer katalogowy
Przeciwciala
Anty-AGO1 Cell Signalling 5053S
Anty-AGO2 Abcam abh32381
Anty-Kalretynina Proteintech 66496-1-1g
Anty-Digoksygenina (AP fragmenty Fab) Roche 11093274910
Anty-DRD2 Proteintech 55084-1-AP
Anty-ELAVL2 Proteintech 14008-1-AP
Anty-G3BP Abcam ab181150
Anty-MBNL1 Wolfson Centre for Clone no. 4A8
Inherited Neuromuscular
Disease
Anty-MBP Millipore MAB386
Anty-PCBP1 Thermo Fisher Scientific | PA5-86005
Anty-TDP-43 Proteintech 10782-2-AP
Anty-TIAL1 (anty-TIAR) Cell Signalling 5137S
Anty-TUB33 Sigma T2200-200UL
Anty-B-aktyna Cell Signalling 3700S
Anty-PTBP2 Proteintech 55186-1-AP
Przeciwciato drugorzgdowe anty-mysie Alexa 568 Thermo Fisher Scientific | A-11004
Przeciwciato drugorzgdowe przeciw mysim IgG (H+L; Cross- | Invitrogen G-21040
Adsorbed), HRP
Przeciwciato drugorzgdowe anty-krolicze Alexa 488 Thermo Fisher Scientific | A-11008
Przeciwciato drugorzgdowe przeciw kroliczym I1gG (H+L), Invitrogen 31460
HRP
Przeciwciato drugorzgdowe anty-szczurze Alexa 488 Invitrogen A11006

3.3. Bufory
Bufory do plukania w metodzie XRNAX:

1. Bufor TE+SDS 0.1%, pH 8
e 10 mM Tris-HCI
e 1mMEDTA
e 0,1%SDS
e Inhibitor RNaz 0,6 U/ ul
2. Bufor TE+SDS 0.5%, pH 8
e 10 mM Tris-HCI
e 1mMEDTA
e 0,5%SDS
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Bufor do trawienia bialek proteinaza K (2x stezony)

50 mM Tris-HCL
10 mM EDTA
150 mM NaCl
1% SDS

1 mg/ml Proteinaza K

Bufor do lizy w metodzie RNA pull-down i trawieniu liniowych czasteczek RNA przy

uzyciu RNazy R

1x PBS

0,1 % SDS

0,5 % deoksycholan sodu
0,5 % NP-40

Przed uzyciem bufor do lizy zostal uzupetniony o inhibitory proteaz i RNaz. Protease Inhibitor
cocktail Set 111 (Calbiochem #539134): 5 ul / 1000 pl buforu do lizy; Murine RNase Inhibitor
(NEB, # M0314L): 25,5 l / 1000 pl buforu do lizy.

Bufor do hybrydyzacji (1,5x stezony) w metodzie RNA pull-down

15 mM Tris-HCI, pH 7,5
7,5mM EDTA

750 mM LiCl

0,75 % Triton X-100

0,3 % SDS

0,15 % deoksycholan sodu
6 M mocznik

3,75 mM TCEP

Przed uzyciem bufor do hybrydyzacji zostat uzupelniony o TCEP oraz inhibitory proteaz.

Protease Inhibitor cocktail Set I1I: 5 pul / 1000 pl buforu do hybrydyzacji.

Bufor dla RNazy R (10x)?’

200 mM Tris-HCI, pH 7,5
1 mM MgCl,
1 M LiCl
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Bufor do wigzania mRNA — trawienie liniowych czasteczek RNA przy uzyciu RNazy R

e 100 mM Tris-HCI, pH 7.5,
e 500 mM LiCl,

e 0.5% LIDS,

e 1mMEDTA,

e S5MMDTT

Przygotowany zgodnie z rekomendacjg producenta (New England Biolabs, Oligo d(T)25

Magnetic Beads).

Bufor do rozdzialu elektroforetycznego bialek (1x) pH 8,3
e 0,025 M Tris-HCI
e 0,19 M glicyna
e 0,1% SDS

Bufor do transferu bialek (1x)
e 25 mM Tris-HCI
e 192 mM glicyna

e 20 % methanol

Bufor TBS (10x) pH 7,6
e 0,25M Tris-HCI
e 1,37 M chlorek sodu

Bufor TBS-T do plukania membran (1x) - Western blot
e 1IXTBS,pH7,6
e 0,1% Tween20

Bufor do blokowania membrany po transferze - Western blot
e IXTBS-T

o 59 mleko w proszku
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Roztwor kwasu maleinowego pH 7,5 — Northern blot
e 0.1 M kwas maleinowy
e 0,15 M chlorek sodu

Bufor do plukania pH 7,5 — Northern blot
e 0.1 M kwas maleinowy
e 0,15 M chlorek sodu
e 0,3% Tween20

Bufor do detekcji pH 9,5 — Northern blot
e 0,1 M Tris-HCL
e 0,1 M chlorek sodu

Bufor do blokowania membrany po transferze (10x) — Northern blot
e 10 % odczynnik do blokowania

e roztwor kwasu maleinowego

Bufor do lizy — genotypowanie
e 200 mM NaCl
e 100 mM Tris-HCI, pH 8,5
e 5mMMEDTApPHS
e 0,2%, SDS
e 100 pg/ml proteinaza K

3.4. Oligonukleotydy DNA
Tabela 6. Sekwencje oligonukleotydéw

Nazwa Sekwencja startera 5° -> 3’ lub ID sondy Metoda
Cdrlas_Div2_F GCGCAGTGTCTCCAGTGTAT gRT-PCR
Cdrlas_Div2_R GGAAGACCTTGGTACTGGCA gRT-PCR
Malatl F GAGCTCGCCAGGTTTACAGT gRT-PCR
Malatl_R AACTACCAGCAATTCCGCCA gRT-PCR
Actb_F CTAAGGCCAACCGTGAAAAG gRT-PCR
Actb R ACCAGAGGCATACAGGGACA gRT-PCR
Hprt_F GTTGCTTACCTCACTGCT gRT-PCR
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Hprt R TCATCGCTAATCACGACGCT gRT-PCR
Gapdh_F AATGTGTCCGTCGTGGATCT gRT-PCR
Gapdh_R CCCTGTTGCTGTAGCCGTAT gRT-PCR
Cyrano_F GAAACATAGGCTGGGACAAT gRT-PCR
Cyrano_R TGTTACTGGGCTCTGTTT gRT-PCR
circRims2_F AAAGTCGCAGTGCCTCTCAA gRT-PCR
circRims2_R TCCCATCCTGAGCGATACTTC gRT-PCR
Mrpl19_F CCAAGCCGATTTCAGAGCAC gRT-PCR
Mrpl19 R CAGGAACCTTCTCTCGTCTTCC gRT-PCR
Homerl_F TGCCTTGTTGAGTTGCCTCC gRT-PCR
Homerl_R AGATAGGTTGCTCCCCCATTT gRT-PCR
Ankibl_F GAGGAGACACAGACAGCAGC gRT-PCR
Ankibl R CTCCCCTCTGGGAGATCGAA gRT-PCR
Hipk3_F GCAGCACATGGTAAACCCAC gRT-PCR
Hipk3_R CGACCAGACCATGTCTGTGAA gRT-PCR
circHipk3_F GCCAGCCGTACAGGGTTAAA gRT-PCR
circHipk3_R AACACAACCGCTTGGCTCTA gRT-PCR
Stau2a_F ACAAGCTGCCAGACACAATG gRT-PCR
Stau2a_R TTCAGCGCAATCTCAAACAC gRT-PCR
circStau2_F GGAACTGAATGGGCTCGCTA gqRT-PCR
circStau2_R ACTTCCGTATCCCTCACAGC gqRT-PCR
Zfp609_F GTACTGACAGGAGTGCCGAC gRT-PCR
Zfp609_R TGTAGAAGAAAGCCCTGCGG gRT-PCR
Rasa2_F TATCCGCCTCAGCTGCTTAT gRT-PCR
Rasa2_R ACTGGGTAGCCAGGGAGTTT gRT-PCR
Gigyf2_F AGCAGAACTTTTGAGCAGGTTT gRT-PCR
Gigyf2_R AGAAAGAGGAGGGGACGTGA gRT-PCR
circGigyf2_F ATCACAGAGCTGGGAAGAAAGG gRT-PCR
circGigyf2_R GTGATACTCCCACCACTGGAC gRT-PCR
Dtnb_F TAAAGGCTCAAGCCACAGGG gRT-PCR
Dtnb_R ATTGCGGAGGTTTCTCCTCG gRT-PCR
circDtnb_F ACCAGCACCAGATGAAGGAG gRT-PCR
circDtnb_R TCCAGCATTTTTCCACCACAC gRT-PCR
ofp_F GGCCCTGTCCTTTTACCAGAC gRT-PCR
ofp_R TCGTCCATGCCATGTGTAATC gRT-PCR
circMbnl1(3,4L)_F TTAACCCTTACCTGGGGCCT gRT-PCR
circMbnl1(3,4L)_R TTTGCAGTTCTCTCTGGAGC gRT-PCR
circMbnl1(3,4,5,6) F | TGTACTTCCCCCATTGCCAAA gRT-PCR
circMbnl1(3,4,5,6) R | TTTGCAGTTCTCTCTGGAGC gRT-PCR
circMbnl2_F GCTCCGACGAAGAATGCAAG gRT-PCR
circMbnl2_R CAGCTTTGGAGGATGTGGGA gRT-PCR
Mbnl1(1)_F GGAGTCGCGATCCCACAAT gRT-PCR
Mbnl1(1) R GGCACTTCTTAGTACCAACCTCT gRT-PCR
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Mbnl1(2)_F TGCATGACACCCGCTACAAG gRT-PCR
Mbnl1(2) R GTGGCAGATGTTGTTGCTGC gRT-PCR
Mbnl2_F CCAGCTAGAGATTAATGGGAGG gRT-PCR
Mbnl2_R CCGCATTTGTCCCTATGGTG gRT-PCR
CamKII_F GGAGGAAACAAGAAGAACGATG gRT-PCR
CamKII_R TCAGCTGCTCTGTCACTTTGAT gRT-PCR
Mbp_F_Mes GCCTGTCCCTCAGCAGATT gRT-PCR
Mpb_R_Mes GCCTCCGTAGCCAAATCC gRT-PCR
Mbp_F_MP GGCAAGGTACCCTGGCTAAA gRT-PCR
Mbp_R_MP TCTCGTGTGTGAGTCCTTGT gRT-PCR
Mbp_F_235 TGTGCCACATGTACAAGGACT gRT-PCR
Mbp_R_235 AAATCTGCTGAGGGACAGGC gRT-PCR
Mbnl2 _e6_F GCAGGCCAAAATCAAAGCTG RT-PCR
Mbnl2 _e6_R GCACTGGTCAGAGCCTGC RT-PCR
Mbnl2 _e9_F GGGTGCTCTTCATCCCTTACC RT-PCR
Mbnl2 _e9_R GCAGATTCTTGGCATTCCATTCC RT-PCR
Add3 el4 F CTAACCCATTCAGCCACCTC RT-PCR
Add3_el4 R CATCATGCATCTCGTCCTTG RT-PCR
Sorbsl_el5_F TCAGAGTCACCAAGACATTTTATACC RT-PCR
Sorbsl_el5 R AATTTGGCTCGAGCAGGTC RT-PCR
Kif13A_e26 F ACTCATGGTTGAAGCCATCC RT-PCR
Kifl13A_e26_R TCCCGTCGTTTAATGAGTGC RT-PCR
Picalm_el8 F AAGGTTGCACCAACAACTGC RT-PCR
Picalm_el18 R ATGCCCGTTGGTGTAGTAGC RT-PCR
Mbnll_e5_F GACTTGCTCACGACCAGACA RT-PCR
Mbnll_e5 R GTGGCAGATGTTGTTGCTGC RT-PCR
0IMR0968 ACCGTCCTGAGACCATTGTC Genotyp.
shiverer
0IMR0969 GTGCTTATCTAGTGTATGCCTGTG Genotyp.
shiverer
o0lMR8744 CAAATGTTGCTTGTCTGGTG Genotyp.
shiverer
0IMR8745 GTCAGTCGAGTGCACAGTTT Genotyp.
shiverer
Cdrlas_F GCAAGTCTTCCAACACTGTCA synteza
sondy
RNA
Cdrlas_R_T7 GGATCCTAATACGACTCACTATAGGGGGTATACTGGAAGACTTGAACTG | synteza
sondy
RNA
Cdrlas_BSJ_sonda GGTACTGGCACCACTGGAAACCCTGGATACGGCAGACACCAGAA pull-down
[BtnTg]
Cdrlas_MS1_sonda GAAGACCTGGAGATGTTGGA [BtnTg] pull-down
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Cdrlas_MS2_sonda CTGGAAGATCACGATTGTCT [BtnTg] pull-down
Cdrlas_MS3_sonda CACGGAAGATCTAGATACCA [BtnTg] pull-down
Cdrlas_MS4 sonda | ACGGTGGATTTTCAGGAAGA [BtnTg] pull-down
Cdrlas_MS5_sonda CCGGAAGACTTAGATTTTCA [BtnTg] pull-down
Cdrlas_MS6_sonda | AGACACAGATTACTGGGAAG [BtnTg] pull-down
Cdrlas_MS7 _sonda | ATTTTCAGGAAGACATGGGT [BtnTg] pull-down
Cdrlas_MS8_sonda CAGGAAGACATGGATTTTCC [BtnTg] pull-down
Cdrlas_MS9 sonda | TCCGAAGACATGGATTTTGG [BtnTg] pull-down
Cdrlas_MS10_sonda | CGCAGTTGTTGGAAGACATA [BtnTg] pull-down
circDtnb_sonda GGTCAACTTGCCTCGGCCCTCACCAAGAGGAATGCTCCTTCATC [BtnTg] | pull-down
circGigyf2_sonda ACCACTGGACAGAGCACGGAGCCTACATCTTTTCTTCCTGGTTT [BtnTg] pull-down
circStau2_sonda TATCCCTCACAGCTCCACAAAACTCTGATTGTACATGCCCCGGA [BtnTg] | pull-down
circHipk3_sonda ACCAAGACTTGTGAGGCCATACCTGTAGTAGCGAGATTGAAGAT pull-down
[BtnTg]
gfp_sonda ACGTGTCTTGTAGTTCCCGTCATCTTTGAAAAATATAGTTCTTT [BtnTg] pull-down
dme-miR-7a 1D: 000268 TagMan
cgr-miR-7b ID: 477361_mat TagMan
U6 snRNA ID: 001973 TagMan
snoRNA 202 ID: 001232 TagMan
hsa-miR-671-5p ID: 197646_mat TagMan
hsa-let-7a ID: 000377 TagMan
miR-9 ID: 002231 TagMan

3.5. Sprzet laboratoryjny

Tabela 7. Lista sprzetow laboratoryjnych wykorzystanych do badan

Nazwa

Model

Producent

System dokumentacji zeli

Azure c500 Imaging System

Azure Biosystems

Biopulweryzator / homogenizator

59012N

BioSpec Products, Inc

Kriostat CM 1950 Leica

Mikroskop konfokalny TCS SP5 Il with LAS AF SP5 and | Leica
LAS X SP8

Mikroskop fluorescencyjny All-in-one BZ-X810 96M15468 Keyence

System dokumentacji zeli G:Box chemiluminescence Syngene

Homogenizator

Precellys® Evolution 23405-300

Bertin Technologies

Spektrometr masowy

UltiMate 3000 nano-LC system
coupled to a Q Exactive HF-X

Thermo Fisher Scientific

Piecyk do hybrydyzacji z
kroslinkerem UVP

HL-2000

Analytick Jena

nCounter® SPRINT Profiler

1604P0093

Nanostring Technologies, Seattle

Rotator

RM-2M

ELMI
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DynaMag™-2 magnet 12321D Thermo Fisher Scientific
DynaMag™-15 magnet 12301D Thermo Fisher Scientific
Sonikator FB-120 Fisher brand
Trans-Blot SD Semi-Dry 1703940 BioRad
Electrophoretic Transfer Cell
3.6. Oprogramowanie i algorytmy
Tabela 8. Wykaz oprogramowania i algorytmow
Nazwa Autorzy Dostep

DAVID Functional Annotation Tool | Sherman, Huang?!821° david.ncifcrf.gov/tools.jsp

InterPro Scan web tool Jones??° ebi.ac.uk/interpro/search/sequence/

AlphaFold Protein Structure Jumper, Varadi??.222 alphafold.ebi.ac.uk/

Database

ImagelJ https://imagej.nih.gov/ij/

Schindelin?®

Fiji software fiji.sc/

GraphPad Prism v.9

Intensity Ratio Nuclei Cytoplasm Lemaire?* RRID:SCR_018573
Tool

UCSF Chimera software Pettersen??4 cgl.ucsf.edu/chimera/
MaxQuant v 1.6.17.0 Tyanova??® maxquant.org/
Perseus v 1.6.10.0 Tyanova??® maxgquant.org/perseus/

nSolver 4.0 Nanostring Technologies,
Seattle
LGC Biosearch

Technologies

Stellaris Probe Designer biosearchtech.com/support/tools/design-

software/stellaris-probe-designer

3.7. Mysie modele eksperymentalne

3.7.1. Myszy typu dzikiego

W badaniach wykorzystano samce myszy typu dzikiego (ang. wild-type, WT) C57BL/6N
w wieku 13-15 tygodni w procedurze XRNAX oraz 13-20 tygodni w eksperymentach RNA
pull-down. Myszy C57BL/6N uzyskano z Charles River Laboratories (Niemcy). Hodowle
myszy prowadzono w wolnym od patogenéw obiekcie SPF w Zwierzetarni Centrum
Zaawansowanych Technologii Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza (UAM) w Poznaniu,
w grupach od trzech do pi¢ciu myszy w jednej klatce w 12-godzinnym cyklu §wiatlo-ciemnosc,
temperaturze 22°C, z dostepem do pozywienia i wody bez limitu. Myszy znieczulano

izofluranem, a nastgpnie uSmiercano przez dekapitacj¢. Pobierano tkanki: moézgowa,
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mig$niowa oraz phlucng. Wszystkie procedury z udziatem myszy przeprowadzono zgodnie
z przepisami 3R dotyczacymi dobrostanu zwierzat i zgodnie z wytycznymi okreslonymi

w dyrektywie Rady Wspdlnoty Europejskiej 2010/63/UE.

3.7.2. Myszy Cdrlas knockout
W czesci eksperymentow RNA pull-down wykorzystano mozg myszy z delecja genu

Cdrlas. Zwierzeta Cdrlas KO wygenerowano przy uzyciu technologii CRISPR/Cas9, jak
opisano weczeéniej'?®. Tak, jak w przypadku myszy typu dzikiego, tkanki pobierano od
dorostych samcéw w wieku 13-20 tygodni. Hodowlg myszy prowadzono w warunkach oraz

zgodnie z wytycznymi, jakie zostaty opisane w sekcji powyzej (3.7.1.).

3.7.3. Myszy shiverer
W badaniu wykorzystujacym procedur¢ XRNAX wykorzystano samce myszy shiverer

(Mbp*", Mbp”) w wieku 13-15 tygodni. Hodowle myszy prowadzono w warunkach oraz
zgodnie z wytycznymi, jakie zostaly opisane w sekcji powyzej (3.7.1.). Hodowle myszy
prowadzono w wolnym od patogenow obiekcie SPF w Instytucie Medycyny Dos$wiadczalne;j

i Klinicznej im. Mirostawa Mossakowskiego Polskiej Akademii Nauk w Warszawie.

3.7.4. Genotypowanie
Genotypy myszy szczepu dzikiego oraz Cdrlas knockout okreslono za pomoca metody

PCR z wykorzystaniem genomowego DNA wyekstrahowanego z biopsji ogona. Tkanki
poddawano lizie przez 3-godzinng inkubacje w buforze do lizy w temperaturze 55°C. PCR
wykonano na matrycy genomowego DNA i przy uzyciu dwoch zestawow starterow do
genotypowania, jak opisano wczesniej'?®. Produkty PCR analizowano przez elektroforeze na
2,5% zelach agarozowych.

Genotypy myszy shiverer okre$lono za pomoca metody PCR z wykorzystaniem
genomowego DNA wyekstrahowanego z biopsji ucha. PCR wykonano zgodnie z zaleceniami
The Jackson Laboratory (www.jax.org/strain/001428). Produkty PCR analizowano na 1,5%
zelach agarozowych. Wielkos¢ produktéw dla myszy zmutowanych shiverer wynosita 308 pz,
a dla wewnetrznej kontroli pozytywnej 200 pz. Sekwencje starterow uzytych do genotypowania

podano w Tabeli 6.
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3.8. Homogenizacja tkanek i warunki sieciowania UV

3.8.1. Biopulweryzacja tkanki mézgowej (metoda B) i sieciowanie UV

Proszkowanie, inaczej biopulweryzacje, tkanki moézgowej (Ryc. 14) uzyto, jako metode
homogenizacji w eksperymentach XRNAX oraz RNA pull-down.

Mozgi pobierano natychmiast po uSmierceniu zwierzecia i umieszczano w szalce ze
schtodzonym, sterylnym buforem PBS. Nastepnie mozg rozdzielano na dwie poéikule,
przenoszono do probdéwek typu Eppendorf i zamrazano w cieklym azocie. Tkanki
przechowywano w temperaturze —80°C do momentu uzycia. Drobny proszek z kazdej potkuli
moézgowej przygotowano w instrumencie do homogenizacji proszkowej (Biopulweryzator,
59012N, BioSpec Products, Inc.). Zamrozong tkanke umieszczano w komorze schlodzonej
ciektym azotem. Ttuczek, rowniez schtodzony do temperatury kriogenicznej, wprowadzano do
komory, a w tkank¢ uderzano kilkukrotnie mtotkiem do uzyskania drobnego proszku.
Sproszkowanag tkanke przenoszono na schiodzong plytke 6-dotkowa umieszczong na
zamrozonym (-80°C) metalowym bloczku i natychmiast umieszczono w piecu do hybrydyzacji
UV (UVP Hybrilinker Oven HL-2000, analytic-jena). Tkanke naswietlano trzykrotnie §wiatlem
UV o dtugosci fali 254 nm, 400 mJ/cm?. Pomiedzy kazdym naswietlaniem sproszkowang
tkank¢ mieszano na ptytce poprzez szybkie i krotkie potrzgsanie ptytka. Probke pobierano
z plytki do probéwki za pomocg zmrozonej w ciekltym azocie tyzeczki i ponownie umieszczano
w cieklym azocie. Cata procedura biopulweryzacji i sieciowania zostata przeprowadzana bez
rozmrazania tkanki. Kontrolne, niesieciowane probki pobierano do probowki bezposrednio
po rozdrobnieniu tkanki w biopuleryzatorze i umieszczano w ciektym azocie. Do kazdego
pojedynczego eksperymentu XRNAX uzywano jednego mézgu myszy WT i jednego mozgu
myszy shiverer. Do pojedynczych eksperymentow RNA pull-down wykorzystano od jednej
potkuli do 2 catych mozgdow myszy.
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Rycina 14. Homogenizacja tkanki mozgowej poprzez biopulweryzacje. A. BioPulverizer
i metalowy ttok schtodzono w temperaturze -80°C, a nastepnie w cieklym azocie. B. Przenoszenie jednej potkuli
moézgu do komory BioPulverizera. C. BioPulverizer zawierajacy sproszkowang tkanke umieszczong na wstgpnie

schtodzonej ptytce 6-dotkowej. D. Przenoszenie sproszkowanej tkanki na wstepnie schtodzong ptytke 6-dotkowa.

3.8.2. Homogenizacja moézgu myszy w szklanym homogenizatorze typu Dounce
(metoda H) i sieciowanie UV

Homogenizacj¢ tkanki mézgowej w szklanym homogenizatorze wykorzystano w czgséci
eksperymentow XRNAX. Pobrane moézgi przemywano schtodzonym buforem PBS
I natychmiast umieszczano w schtodzonym na lodzie szklanym homogenizatorze Dounce
zawierajacym 6 ml (schtodzonego) PBS. Tkank¢ mozgowa wstepnie rozdrabniano przez pigc
delikatnych przesuni¢¢ tlhuczka A i nastgpnie homogenizowano do uzyskania jednolitej
zawiesiny przez pie¢ kolejnych przesunie¢ tluczkiem B. Zhomogenizowang tkanke
przenoszono na schtodzong na lodzie ptytke 6-dotkowej w taki sposob, aby utworzy¢ cienka
(~1 mm) warstwe homogenatu w kazdym dotku (900 ul homogenatu na jeden dotek). Plytke
z homogenatem umieszczano na tacce z lodem i naswietlano trzykrotnie $wiattem UV

o dhugosci fali 254 nm, 400 mJ/cm2. Pomiedzy kazdym naswietlaniem homogenat mieszano
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poprzez szybkie i krotkie potrzasanie ptytka. PO naswietlaniu homogenat zbierano do 5 mi
probowek typu Eppendorf i odwirowywano przy obrotach 10 000 RMP w 4°C przez 5 min.
Supernatant odrzucano, a osad komorkowy zamrazano w cieklym azocie. Probki kontrolne
niesieciowane UV przygotowywano stosujgc te same warunki homogenizacji pomijajac jedynie
etap naswietlania UV. Homogenaty zbierano bezposrednio do probéwek 5 ml i odwirowywano.
Po odwirowaniu, osady komorkowe natychmiast zamrazano w cieklym azocie. Do kazdego
indywidualnego eksperymentu XRNAX uzywano jednego mozgu myszy WT, zaréwno dla

probek poddanych naswietlaniu UV, jak i kontrolnych niepoddanych dziataniu UV.

3.8.3. Homogenizacja tkanek mozgowej, migSniowej oraz plucnej w homogenizatorze
kulkowym

Rozdrabnianie tkanek w homogenizatorze kulkowym zastosowano do izolacji RNA
I walidacji zmian w alternatywnym splicingu zaleznym od MBNL1 oraz do badania izoform
kolistych RNA pochodzacych z Mbnll i Mbnl2 w moézgu z deficytem mieliny. W tym celu,
pobrano rézne obszary moézgu (kora mozgowa, mozdzek, opuszka wechowa, prazkowie,
podwzgorze), pluco oraz migsien Szkieletowy (migsien brzuchaty tydki). Tkanki przemywano
w schtodzonym PBS i natychmiast umieszczano w probowkach 1,5 ml zawierajgcych kulki do
homogenizacji tkanki i 1 ml odczynnika Trizol. Pobrane regiony mozgu homogenizowano w
homogenizatorze kulkowym (Precellys® Evolution, Bertin, 23405-300-rd001) 2 X przy
obrotach 5500 RPM z 1-minutowa przerwa miedzy cyklami, podczas gdy ptuca i migsnie
szkieletowe homogenizowano 3 x 6800 RPM z 1-minutowg przerwa.

3.9. Procedura XRNAX

Metode XRNAX?" po optymalizacji homogenizacji tkanki mézgu zastosowano do badan

natywnych oddziatywan RNA-biatko w m6zgu myszy (Ryc. 15).
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Rycina 15. Glowne etapy procedury XRNAX do analizy oddzialywan RNA-bialko

W mozgu myszy. Tkanke mézgowa homogenizowano dwoma réznymi sposobami, a nastepnie poddawano

naswietlaniu UV. Kompleksy RNA-bialko oczyszczano z interfazy po separacji fazowej odczynnikiem Trizol,
a nastgpnie wzbogacano peptydy zwigzane z RNA na kolumnach krzemionkowych. Peptydy analizowano

z zastosowaniem pomiaréw LC-MS/MS.

3.9.1. Liza tkanki mézgowej
Homogenaty tkankowe lizowano w zimnym Trizolu (Thermo Fisher Scientific).

Zamrozony proszek tkanki mézgowej lub osad po homogenizacji typu Dounce rozmrazano
przez dodanie matej ilosci Trizolu, a nastgpnie calo$¢ przenoszono do 15 ml falkonu
wypelnionego reszta odczynnika Trizol. Do lizy jednego mozgu uzyto tacznie 8 ml Trizolu,
ajego ilos¢ obliczano na podstawie przyblizonej liczby komoérek w probee zgodnie z Blue Brain
Atlas?®’. Homogenaty lizowano przez pipetowanie w goére i w dot za pomocg automatycznej
pipety z koncowka 5 ml, a nastgpnie kilkukrotnie (ok. 10 x) przepuszczano przez igte 20G
umieszczong na strzykawce 1 ml, do uzyskania jednorodnej probki. Lizaty inkubowano na
lodzie przez 10 min. 1/20 objetosci lizatu uzyto do standardowej izolacji RNA i ekstrakcji

biatek oraz dalszych analiz RT-qPCR i Western blot. Te probki stuzyly pozniej, jako proby
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wyjsciowe (ang. input) tj. proby odniesienia do analiz eksperymentéw XRNAX. Wigkszg czes$¢
prob (19/20) poddano procedurze XRNAX zgodnie z protokotem Trendel i inni?®”. W skrécie,
lizaty mieszano z chloroformem (1,6 ml) i inkubowano przez 5 min w temperaturze pokojowe;j.
Nastepnie probki wirowano przez 10 min, 7000 g w 4°C. Faz¢ wodng przenoszono do nowej
proboéwki bez naruszania interfazy i wykorzystywano do izolacji RNA. Interfazg¢ zbierano
w jednym lub kilku kawatkach do §wiezej 2 ml probowki Eppendorf poprzez delikatne
zasysanie jej koncowka pipety. Faze organiczng przenoszono do $wiezej probowki

1 wykorzystano do izolacji biatka niezwigzanego do RNA.

3.9.2. Oczyszczanie kompleksow RNA-bialko z interfazy
Interfaze zebrang po rozdzieleniu faz poddano dalszemu ptukaniu, dezintegracji i trawieniu

DNA. Wytracone kompleksy RNA-biatko oczyszczano w dalszych etapach na kolumienkach
krzemionkowych. Wszystkie kroki wykonano zgodnie z opublikowanym protokotem
XRNAX?7 (www.xrnax.com/theprotocol). Walidacje przeprowadzono na poziomie RNA
metoda qRT-PCR poprzez obserwacje poziomu wybranych transkryptow w fazie wodnej po
naswietlaniu UV w poroéwnaniu do kontroli bez naswietlania (sekwencje uzytych
oligonukleotydéw zamieszczono w Tabeli 6) lub/i na poziomie biatka z wykorzystaniem
analizy Western blot w probkach z interfazy oraz fazy organicznej. Integralno$¢ RNA
z interfazy, jak i z fazy wodnej oceniono poprzez rozdzielenie RNA na zelu agarozowym.
Stezenie ekstraktu XRNAX okre§lano poprzez pomiar st¢zenia RNA, zgodnie z oryginalnym
protokotem XRNAX.

3.9.3. Oczyszczanie kompleksow RNA-bialko z ekstraktow XRNAX przy
wykorzystaniu kolumienek krzemionkowych oraz trawienie bialek do
spektrometrii masowej

25-50 pg ekstraktu XRNAX (z interfazy) lub taka sama ilo§¢ materiatu z kontrolnych probek
nieusieciowanych zostata uzyta do wysokoprzepustowych pomiaréw proteomicznych. Biatka
niezwigzane z RNA z ekstraktow XRNAX (lub odpowiednich kontroli) byty usuwane przez
czgsciowe trawienie trypsyna w mieszaninie z endoproteinazg Lys-C (V5073, Promega)
i oddzielone od kompleks6w RNA-biatko przez wirowanie na kolumienkach krzemionkowych.
Uzyto kolumn z zestawu RNeasy Mini Kit (Qiagen). Kompleksy RNA-biatko po elucji z
kolumny krzemionkowej zostaty poddane dziataniu RNazy w celu catkowitego usunigcia RNA
I dalszemu trawieniu trypsyng bialek zwigzanych z RNA do peptydow. Po etapie catkowitego
trawienia trypsyna, peptydy byty zageszczane, poddane znakowaniu TMT i analizie NanoLC-
MS/MS.
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3.9.4. Przygotowanie probek do spektrometrii mas i znakowanie TMT

Biatka wigzace RNA zostaty specyficznie wzbogacone z ekstraktow XRNAX, nastgpnie
oczyszczone i trawione do peptydow, jak opisano w poprzedniej sekcji 3.9.3. Biatka izolowane
z fazy organicznej lub probek wyjsciowych zostaty przygotowane do spektrometrii masowej
W Miedzynarodowym Instytucie Mechanizméw Molekularnych i Maszyn Polskiej Akademii
Nauk przez zespot badawczy Proteomics Core Facility pod kierownictwem dr Remigiusza
Serwy. Szczegdétowy opis przygotowania prob i ich znakowania TMT wykonany przez
wspotpracownikéw zostat opisany w publikacji podsumowujacej wyniki naszych badan??,

3.9.5. Chromatografia cieczowa z tandemow3 spektrometria mas (LC-MS/MS)
| przetwarzanie danych

Rozdziat chromatograficzny, pomiar prob w systemie NanoLC-MS/MS, przetwarzanie
danych za pomoca MaxQuant v 1.6.17.0%?° oraz Perseus v. 1.6.10.0%%, a takze normalizacje
zestawOow danych wykonano dla trzech oddzielnych zestawow eksperymentow tj. XRNAX
mézgdw WT poprzedzony homogenizacja Dounce, XRNAX moézgow WT poprzedzony
biopulweryzacja, oraz XRNAX mozgoéw myszy shiverer poprzedzony biolulweryzacja.
Pomiary proteomiczne zostaly przeprowadzone w Miedzynarodowym Instytucie
Mechanizméw Molekularnych i Maszyn Polskiej Akademii Nauk przez zespét badawczy
Proteomics Core Facility pod kierownictwem dr Remigiusza Serwy. Uzyskane zestawy danych
zostaty zdeponowane w bazie PRIDE (PRoteomics IDEntifications Database, Perez-Riverol
2022) w ramach ProteomeXchange Consortium?%. Identyfikator danych: PXD052011.

3.10. Analiza Ontologii Genéw (GO) dla wynikéw XRNAX
Analize terminow GO (ang. Gene Ontology, GO) dla biatek wzbogaconych po XRNAX

przeprowadzono przy uzyciu narzedzia DAVID Functional Annotation Tool
(david.ncifcrf.gov/tools.jsp).  Jako  ‘background’  wykorzystano  zestaw  biatek
zidentyfikowanych w probkach wyjsciowych (calty proteom mozgu). Wartosci p (ang. p-value)
zdefiniowano na podstawie testowania wiclokrotnego z korekcjg Benjaminiego dostarczanego
przez narzedzie DAVID?1821,

3.11. Modelowanie struktury bialek
Przewidywane struktury biatek pobrano z AlphaFold Protein Structure Database??!?2?,

Domeny wigzace RNA na wizualizacjach struktur biatek przedstawiono na podstawie adnotacji
domen wedtug bazy UniProt (UniProt Consortium 2019). Wszystkie wizualizacje wykonano

w oprogramowaniu UCSF Chimera??,
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3.12. Izolacja calkowitego RNA oraz DNazowanie
Calkowity RNA ekstrahowano przy uzyciu standardowego protokotu Trizol. Stezenie RNA

po izolacji mierzono przy uzyciu spektrofotometru NanoDrop One (Thermo Fisher Scientific).
RNA poddano dziataniu odczynnikéw z zestawu DNAfree Kit (Thermo Fisher Scientific)

w celu usuni¢cia DNA. Procedure przeprowadzono zgodnie z instrukcjg producenta.

3.13. Rozdzial elektroforetyczny kwasow nukleinowych w zelu agarozowym

Jakos¢ wyizolowanego RNA sprawdzano poprzez naktadanie 0,5 - 1 pg catkowitego RNA
na 1% zel agarozowy i oceng integralnosci frakcji 28S 1 18S rRNA.

3.14. Odwrotna transkrypcja
Jednoniciowe komplementarne DNA (ang. complementary DNA, cDNA) syntetyzowano

przy uzyciu 200 ng RNA, jako materiatu wyjsciowego w przypadku walidacji eksperymentow
XRNAX lub 10 ul RNA po DNazowaniu w przypadku prob po RNA pull-down. Do badania
izoform splicingowych przy pomocy RT-PCR, do reakcji odwrotnej transkrypcji uzyto 500 ng
RNA poddanego wczesniej dziataniu DNazy. Odwrotng transkrypcje wykonywano przy uzyciu
enzymu Maxima H Minus RT (Thermo Fisher Scientific), losowych starterow heksamerowych
I mieszaniny deoksyrybonukleotydéw (dNTP, ThermoFisher Scientific), zgodnie z instrukcja
producenta. Do pomiaru miRNA z zastosowaniem zestawu TagMan po eksperymentach RNA
pull-down uzywano 5 ul RNA z catej objetosci prob otrzymanych po DNazowaniu. Odwrotng
transkrypcje wykonywano przy uzyciu mieszaniny starterow specyficznych dla danego,
wykrywanego miRNA, odwrotnej transkryptazy SuperScript 111 (Thermo Fisher Scientific)

I mieszaniny dNTP (ThermoFisher Scientific), zgodnie z instrukcjg producenta.

3.15. Reakcja lancuchowa polimerazy (PCR)
Do reakcji uzywano 50 ng cDNA jako matrycy w mieszaninie reakcyjnej zawierajacej

5U/ul Dream Taq DNA Polymerase, 1x Dream Taq Buffer (10x, ThermoFisher Scientific), 0,5
uM startera F (ang. forward), 0,5 uM startera R (ang. reverse), 0,5 mM dNTP i H2O do
objetosci catkowitej 50 ul. W celu zmniejszenia efektu off-target wykonywano Touchdown
PCR w termocyklerze PCR (Biometra). Produkty PCR rozdzielano w 3% zelu agarozowym.
W celu wykonania pomiaréw potilosciowych produktow RT-PCR okre§lano intensywno$¢
prazkow na zelu z zastosowaniem ImageJ (Fiji). Wartosci te zostaly wykorzystane m.in. do
obliczenia wartosci procentowej spliced-in (PSI). Liczba powtdrzen biologicznych dla analiz
izoform splicingowych wynosita n = 3-6. Istotno$¢ statystyczng obliczono przy uzyciu testu

two-way ANOVA, *p < 0,05 **p < 0,01, ***p < 0,001, ****p < 0,0001, n.s.: nieistotne.
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3.16. llosciowa reakcja lancuchowa polimerazy w czasie rzeczywistym (qPCR)
I z sonda TagMan (TaqgMan qPCR)

gPCR w czasie rzeczywistym (ang. quantitative polymerase chain reaction, gPCR)
wykonywano przy uzyciu systemu CFX96 Touch Real-Time PCR Detection System (BIO-
RAD) z wykorzystaniem mieszaniny 5x HOT FIREPol EvaGreen® qPCR Mix Plus (Solis
BioDyne) i starteréw zaprojektowanych dla analizowanych transkryptow (Tabela 6). Wzgledna
ilos¢ transkryptu obliczono przy uzyciu metody AACt. Dane normalizowano wobec $redniej
geometrycznej warto$ci Ct z dwoch lub trzech gendéw referencyjnych (Gapdh, Actb, Hprt),
o ile nie wskazano inaczej w sekcji ,,Wyniki”. W analizach qPCR uzywano co najmniej 3
powtorzenia biologiczne (o ile nie wskazano inaczej w sekcji ,,Wyniki”), a kazda reakcje
przeprowadzono w potrojnych powtorzeniach technicznych. Istotnos¢ statystyczng obliczono
przy pomocy dwuczynnikowej analizy wariancji (ang. two-way ANOVA), gdzie: *p <0,05
**p<0,01, ***p <0,001, ****p <0,0001, n.s.: nieistotne statystycznie.

qPCR w czasie rzeczywistym TaqMan przeprowadzono przy uzyciu systemu QuantStudio
3 Real-Time PCR Detection System (Applied Biosystems) przy uzyciu mieszaniny TagMan™
Universal Master Mix Il (ThermoFisher Scientific) i sond TagMan specyficznych dla
analizowanych transkryptéw miRNA. Wzgledng ilos¢ miRNA obliczono przy uzyciu metody
AACt przy normalizacji do $redniej geometrycznej wartosci Ct z dwoch gendw referencyjnych
(U6, sno-202). W kazdej reakcji qRT-PCR uzyto co najmniej 3 powtorzen biologicznych
1 kazda reakcje przeprowadzono w potrdjnych powtorzeniach technicznych. Istotnos¢
statystyczng obliczono, stosujac jednoczynnikowg analize wariancji (one-way ANOVA),
*p <0,05 **p <0,01, ***p <0,001, ****p<0,0001, n.s.: nieistotne. Analizy statystyczne

przeprowadzono przy uzyciu oprogramowania GraphPad Prism v.9.

3.17. Izolacja bialek

Biatka do walidacji eksperymentow XRNAX z probek wyjsciowych (catkowite biatko
z tkanki moézgowej) 1 probek fazy organicznej izolowano zgodnie z protokotem Trizol
1 instrukcja producenta (Thermo Fisher Scientific). Probki interfazy, tj. ekstrakty XRNAX
i probki interfazy kontrolnej (nietraktowanej UV), zostaly bezposrednio uzyte do pomiaru
stezenia biatka, a nast¢pnie poddane eksperymentom Western blot i barwieniu srebrem.
Stezenie biatek z probek wyjsciowych, fazy organicznej i ekstraktéw XRNAX oceniono przy
uzyciu zestawu Pierce™ BCA Protein Assay Kit zgodnie z instrukcja producenta (Thermo

Fisher Scientific).
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3.18. Barwienie srebrem
1 ul ekstraktu XRNAX i takg samg ilo$¢ ekstraktu biatek z interfazy z proby kontrolnej

niepoddanej dziataniu promieniowania UV rozdzielano w 10% zelu SDS-PAGE
I wizualizowano zestawem do barwienia srebrem SilverXpress™ Silver Staining Kit (Thermo
Fisher Scientific) zgodnie z instrukcjg producenta.

Do walidacji elautow biatkowych po RNA pull-down, zastosowano 30% objetosci proby
po elucji biatek z catosci kulek streptawidynowych. Do kulek dodawano 10 pl wody oraz 10 pl
odczynnika NUPAGE™ LDS (Thermo Fisher Scientific) i denaturowano w 95°C przez 5 min.
Probki schiadzano 2 min. na lodzie a nast¢pnie umieszczano na statywie magnetycznym.
Pobrane eluaty rozdzielano elektroforetycznie w 10% zelu SDS-PAGE, a naste¢pnie biatka
wizualizowano zestawem do barwienia srebrem SilverXpress™ Silver Staining Kit (Thermo

Fisher Scientific) zgodnie z instrukcja producenta.

3.19. Western blot

20 ug biatek otrzymanych z interfazy, fazy organicznej i probek wyjsciowych
z eksperymentéw XRNAX uzyto do analiz Western blot. Wszystkie biatka wykrywano dalej
stosujgc te same kroki. W przypadku analizy biatek w eksperymentach RNA pull-down
pobierano 30 ul lizatu tkanki mézgowej jako materiat wyj$ciowy do analizy Western blot. Po
eksperymentach RNA pull-down pobierano 95-98% z catkowitej objetosci kulek
streptawidynowych ze zwigzanymi kompleksami RNA-biatko i takg samg ilo$¢ kulek z prob
kontrolnych. Do kulek dodawano 15 ul wody oraz 15 ul odczynnika NuPAGE™ LDS (Thermo
Fisher Scientific) 1 gotowano w 95°C przez 5 min. Po tym czasie probki schtadzano 2 min. na
lodzie, umieszczano na statywie magnetycznym, a eluaty zbierano do nowych probdwek.
Wszystkie pozostale probki biatkowe (interfazy, fazy organiczne i proby wyjsciowe dla
XRNAX oraz lizaty z RNA pull-down) mieszano z 1x st¢zonym barwnikiem obcigzajacym
(NUPAGE™ LDS, Thermo Fisher Scientific) i denaturowano przez 10 min w 70°C, zgodnie
z zaleceniem producenta. Biatka rozdzielano w 10% zelach SDS-PAGE i przenoszono na
membrang PVDF przy uzyciu systemu do elektrotransferu potsuchego (Trans-Blot SD Semi-
Dry Electrophoretic Transfer Cell, BIO-RAD). Membrang blokowano w 5% odttuszczonym
mleku przez godzing w temperaturze pokojowej, a nastepnie inkubowano z przeciwcialem
pierwszorzgdowym w 4°C przez noc. Zastosowano nastepujace przeciwciala pierwszorzedowe:
anty-ELAVL2 (Proteintech, 14008-1-AP, 1:1000); anty-AGO1 (Cell Signalling, #5053S,
1:1000); anty-TUB33 (Sigma, T2200-200UL, 1:2500); anty-B-aktyna (Cell Signalling, #3700S,
1:1000); anty-PCBP1 (Thermo Fisher Scientific, #PA5-86005, 1:1000); anty-TDP-43
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(Proteintech, #10782-2-AP, 1:2000); anty-TIAL1(anty-TIAR) (Cell Signalling, #5137S,
1:1000); anty-AGO2 (Abcam, ab32381, 1:1000). Po inkubacji, membrany przemywano 3 razy
w buforze TBS-T i inkubowano z przeciwciatlem drugorzedowym sprzezonym z HRP przez 1,5
godziny w temperaturze pokojowej. Zastosowane nastepujace przeciwciata drugorzedowe:
przeciwcialo anty-krolicze IgG H+L, HRP (Invitrogen, 31460, 1:20000), przeciwcialo anty-
mysie 1gG (H+L), HRP (Invitrogen, G-21040, 1:20000). Po trzech dodatkowych plukaniach
TBS-T biatka wizualizowano na membranach przy uzyciu odczynnika ECL (GE Healthcare,
RPN2106) 1 systemu obrazowania Azure c¢500 (Azure Biosystems). Do potilosciowych

pomiarow intensywnos$ci biatek na membranie uzyto oprogramowania ImageJ (Fiji).

3.20. Northern blot
Ekstrakty XRNAX (8 pg) i catkowity RNA (10 pg) wyizolowany z probek wyjsciowych

(caly mozg myszy) zostaly uzyte do Northern blot. W skrocie, ekstrakty RNA zostaty
zdenaturowane w buforze zawierajacym glioksal (Thermo Fisher Scientific), natozone na 1,2%
zel agarozowy zawierajacy 1% formaldehyd i rozdzielane przez 2-2,5 h w buforze MOPS. Zel
namaczano w 1xTBE przez 20 min, a nastgpnie RNA przenoszono na membran¢ Hybond-N+
(GE Healthcare) przez godzing, 15 V przy uzyciu systemu to transferu potsuchego (Bio-Rad).
Nastgpnie membrana byta suszona, naswietlana $wiattem UV i traktowana w sposob opisany
wezesniej®. Do hybrydyzacji uzyto sondy RNA znakowanej DIG otrzymanej w reakcji
transkrypcji in vitro (IVT) specyficznej dla circRNA Cdrlas. Wykrywanie sygnatu
prowadzono za pomoca przeciwciala anty-DIG sprzezonego z AP (1:2500, Roche). Do
wizualizacji sygnatu uzyto odczynnika detekcyjnego CDP-Star (Sigma), a nastgpnie membrany
obrazowano za pomocg systemu do detekcji chemiluminescencji G:Box (Syngene). Sekwencj¢
starterow uzytych do otrzymania matrycy cDNA dla IVT i syntezy sondy specyficznej dla
Cdrlas podano w Tabeli 6.

3.21. Przygotowanie kriosekcji tkanki mozgowej

Mozgi myszy WT i shiverer w wieku 13-20 tygodni przemywano buforem PBS, a nastgpnie
umieszczono w jednorazowych foremkach kriogenicznych w medium do zamrazania tkanek
O.C.T. Foremki umieszczano na bloku stalowym schlodzonym w suchym lodzie, a po
catkowitym zamrozeniu tkanki foremke przenoszono do zamrazarki -80°C. Do przygotowania
skrawkow mozgu uzyto urzadzenia Kriostat (Leica CM 1950). Temperatur¢ w komorze
kriostatu ustawiono na -19°C, a temperature ostrza na -17°C. Grubo$¢ sekcji wynosita 16 um.
Sekcje przenoszono na szkietka podstawowe, suszono przez okoto godzing w temperaturze

pokojowej i przechowywano w zamrazarce w temperaturze -80°C do czasu uzycia.
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3.22. Barwienia immunofluorescencyjne (IF) bialek i mikroskopia

3.22.1. Barwienie fluorescencyjne i obrazowanie

Do barwienia immunofluorescencyjnego wykorzystano kriosekcje mozgu (16 pm) myszy
WT i shiverer. We wszystkich eksperymentach IF uzyto skrawkoéw strzatkowych, bocznych
z lokalizacjg od 1,2 do 1,8 mm od linii srodkowej. Wspotrzedne ustalono zgodnie z atlasem
Mouse Brain Atlas, po wczesniejszym barwieniu hematoksyling i eozyng. Przed barwieniem
skrawki tkanki utrwalono w 4% PFA przez 15 minut. Po utrwaleniu skrawki trzykrotnie
przemywano zimnym PBS, nast¢pnie przemywano raz w PBS-T (PBS uzupehiony o 0,1%
Triton X-100) i dwukrotnie zimnym PBS, po czym blokowano przez 1 godzing w roztworze
blokujacym (5% NGS, 1% PBS) w 4°C. Skrawki moézgu inkubowano z przeciwciatami
pierwszorzedowymi przez noc w 4°C. Zastosowano przeciwciato anty-MBNL1 (Wolfson
Centre for Inherited Neuromuscular Disease, 1:200). Niezwigzane przeciwciala usuwano przy
uzyciu PBS, a mieszaning przeciwciat drugorzedowych naktadano na skrawki i inkubowano
przez 1,5 godz. w temperaturze pokojowej. Zastosowano przeciwciata: anty-krolicze Alexa 488
(Scientific, #A-11008, 1:500) i anty-mysie Alexa 568 (Thermo Fisher Scientific, #A-11004,
1:500). Szkietka nakrywkowe stabilizowano na szkietkach podstawowych za pomocg medium
Vectashield z DAPI (Vector Laboratories, #H-1200-10) do obrazowania. Obrazowanie
wykonywano przy uzyciu mikroskopu fluorescencyjnego (Keyence, BZ-X810) i/lub
mikroskopu konfokalnego (Leica TCS SP5 Il z oprogramowaniem LAS AF SP5 i LAS X SP8).

Obrazy analizowano przy uzyciu oprogramowania Fiji??.

3.22.2. Obliczenie intensywnosci sygnatu IF

Wspotczynnik intensywnosci sygnatu MBNL1 w jadrze komodrkowym 1 cytoplazmie
obliczono przy uzyciu oprogramowania Fiji??® i narzedzia Intensity Ratio Nuclei Cytoplasm
Tool (RRID:SCR_018573). Uzyto dwoch obrazow jako danych wyjsciowych: kanatu
cytoplazmatycznego (sygnal MBNL1) i kanatu z jadra komorkowego (sygnat DAPI). Sygnat
DAPI wykorzystano do segmentacji jader. Pomiary wykonano w kanale cytoplazmatycznym
po korekcie intensywnosci tta. Podczas analizy wykorzystano automatycznie ustawione
parametry korekcji tta 1 wspotczynnika intensywnosci dla pojedynczego obrazu, z wyjatkiem
parametru ,,maks. % nasycenia”, ktéry ustawiono na 100% i ,,min. obszar jagdra” zmieniony na
0,05. Sygnat immunofluorescencji MBNLI1 zostal zliczony z n = 2 r6znych zwierzat zardowno
w przypadku myszy WT, jak i shiverer oraz z n = 8 (WT) i n = 8 (Shi) skrawkéw modzgu.
Srednia liczba komoérek z pojedynczego obrazu wynosita 90-120 dla WT i 100-130 dla Shi

w zaleznosci od analizowanego regionu mézgu. Istotnos¢ statystyczng obliczono przy uzyciu
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dwukierunkowej analizy wariancji, gdzie *p < 0,05 **p < 0,01, ***p < 0,001, ****p < 0,0001,
n.s.: nieistotne statystycznie.

3.23. Przewidywanie struktury 2D kolistych RNA za pomocg programu RNAfold
Struktury drugorzedowe kolistych RNA wygenerowano z zastosowaniem narzg¢dzia

RNAfold WebServer (http://rna.tbi.univie.ac.at/cgi-bin/RNAWebSuite/RNAfold.cgi).
Narzedzie wykorzystuje algorytm minimalnej energii swobodnej (ang. Minimum Free Energy,
MFE) do generowania struktur charakteryzujacych si¢ wysokg stabilnoscia. Po wprowadzeniu
sekwencji pojedynczego RNA, zaznaczano w ustawieniach, ze czasteczka jest kolista (,,assume

RNA molecule to be circular”).

3.24. Procedura circRNA pull-down

Protokot circRNA pull-down opracowano i zoptymalizowano do badan oddziatywan

kolistych RNA z biatkami w tkance mézgowej myszy.

3.24.1. Projektowanie sond specyficznych dla kolistych RNA
W celu przeprowadzenia procedury circRNA pull-down zaprojektowano szereg

oligonukleotydowych sond DNA modyfikowanych biotyng. Do eksperymentu Cdrlas pull-
down zaprojektowano dwa typu sond DNA, mianowicie 10 krotkich sond DNA o dtugosci 20
nukleotydéw wigzacych sie na catej dtugosci circRNA Cdrlas (Ryc. 16A) oraz pojedyncza
dhuga sonde DNA zaprojektowang dla unikalnego ztacza back-splice junction (BSJ) (Ryc.
16B). Dla pozostatych, wybranych kolistych RNA tj.: circHipk3(2), circStau2(2,3,4,5),
circDtnb(5,6,7,8), circGigyf2(4,5,6,7,8) oraz dla kontroli negatywnej Gfp mRNA (ang. green
fluorescent protein) zaprojektowano pojedyncze dlugie sondy, w przypadku kolistych RNA -
swoiste dla sekwencji BSJ (Ryc. 16B).

Rycina 16. Schemat sond DNA specyficznych dla circRNA. A. Schematyczna reprezentacja
krotkich biotynylowanych sond DNA o dtugosci 20 nukleotydow zaprojektowanych do wychwytywania Cdrlas.

B. Schematyczna reprezentacja pojedynczej sondy (o dtugosci 44 nukleotydéw) do wychwytywania kolistych

RNA i swoistej dla sekwencji BSJ .
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Do zaprojektowania krétkich sond (Ryc. 16A) uzyto narzgdzie Stellaris Probe Designer

(www.biosearchtech.com/support/tools/design-software/stellaris-probe-designer).

Projektowanie zestawu sond DNA za pomocg Stellaris Probe Designer definiuje temperature
hybrydyzacji sond na 37°C. Wykorzystano nastepujgce ustawienia przy projektowaniu sond:
ustawiono maksymalng liczbe sond na 30, dtugos¢ oligonukleotydow na 20 nt i minimalng
dhugo$¢ odstepu migdzy oligonukleotydami na 10 nt. Specyficzno$¢ sond potwierdzono za
pomocg programu BLAT.

Projektowanie sond DNA swoistych dla sekwencji BSJ w circRNA zostalo wykonane
recznie, tak, aby kazda sonda obejmowata 22 nukleotydy na prawo i 22 nukleotydy na lewo od
sekwencji BSJ. Wszystkie sondy zostalty zamoéwione, jako oligodeoksynukleotydy
modyfikowane biotyng na 3' koncu. Temperatur¢ hybrydyzacji dlugich sond ustalano

empirycznie.

3.24.2. Przygotowanie kulek pokrytych streptawidyna
W procedurze circRNA pull-down wykorzystywano kulki Dynabeads™ MyOne™

Streptavidin C1 (Thermo Fisher Scientific, #65002). Objetos¢ kulek ustalono w odniesieniu do
przyblizonej liczby komorek w materiale wyjsciowym. Do tego celu wykorzystano wytyczne
z protokolu RAP-MS'18 v ktorym uzyto 1,2 ml kulek magnetycznych pokrytych
streptawidyng na 200 milionow komorek. W protokole circRNA pull-down, uzytym dalej do
wzbogacania kompleksow circRNA-biatko z mdzgu, liczbe komoérek w tkance szacowano
w oparciu 0 Blue Brain Atlas??’. Odpowiednig iloé¢ kulek przenoszono do probowek 1,5 ml,
umieszczano na statywie magnetycznym i usuwano supernatant. Nastepnie kulki przemywano
4-krotnie buforem Tris-HCI 10 mM pH 7,5, a dalej 2-krotnie 1x buforem do hybrydyzacji
suplementowanym inhibitorami proteaz. Do kazdego plukania uzywano 500 ul buforu, tj. ilos¢,
ktéra catkowicie ,,przykrywata” kulki na statywie. Kulki przemywano za kazdym razem
obracajac  kilkukrotnie probowke a nastepnie probowki umieszczano na statywie
magnetycznym na 2 min. Po tym czasie kulki gromadzity si¢ na Sciance przy magnesie, CO
pozwalato na usuni¢cie oddzielonego buforu. Na koniec kulki zawieszano w Y2 ich wyjsciowe;]
objetosci w buforze do lizy suplementowanym inhibitorami proteaz i RNaz. Kulki zawieszone

w buforze przechowywano w lodowce do czasu ich uzycia.

3.24.3. Liza tkanki moézgowej

Warunki lizy tkanki moézgowej dobrano tak, aby uzyska¢ jednorodng zawiesing
z jednoczesnym zachowaniem integralnosci kompleksow RNA-biatko. Do procedury RNA

pull-down uzywano homogenatow przygotowanych przez biopulweryzacje mozgu.
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Sproszkowana tkanke przechowywano w temperaturze -80°C, przenoszono na 16d
I natychmiast dodawano bufor do lizy suplementowany inhibitorami proteaz i RNaz. Na liz¢
proby zawierajacej potlowe mozgu (proszek zajmowat okoto 350 ul objetosci probowki) uzyto
1,4 ml buforu do lizy. Proszek pipetowano za pomocg pipety automatycznej z koncowka 1 ml,
a nastgpnie przepuszczano okolo 10-krotnie przez strzykawke 1 ml z igla 20G i1 22G do
uzyskania jednorodnej zawiesiny. Nastepnie probki inkubowano na lodzie przez 10 min. Po
tym czasie probki wcigz inkubowane na lodzie sonikowano przez tacznie 30 s z przerywanymi
impulsami (1 s wigczony / 1 s wytaczony). Do kazdej probki dodawano 50 U DNazy I (Thermo,
89836) i suplementowano 1x stezonym roztworem soli (500 mM MgCl., 100 mM CacCly).
Trawienie DNA przeprowadzono w temperaturze 37°C przez 10 min. Po tym czasie probki
z powrotem umieszczano na lodzie i natychmiast dodawano mieszaning roztworu
zawierajacego 10 mM EDTA, 5 mM EGTA 12,5 mM TCEP, aby zatrzymac¢ aktywno$¢ DNazy.
W kolejnym etapie lizat mieszano z podwodjng objetoscig 1,5x stezonego buforu do
hybrydyzacji i inkubowano na lodzie przez kolejne 10 min. Probki wirowano w 4°C, 16000xg
przez 15 min a nastepnie przenoszono supernatant do nowej probéwki 0 zmniejszonej adsorbcji
biatek (Protein LoBind) o objetosci 2 ml. 5% lizatu zachowywano, jako probki wyjsciowe do
dalszej analizy RNA i biatka (Ryc. 17). Probki input mrozono w cieklym azocie
I przechowywano w temperaturze -80°C, a wigksza czes¢ lizatu uzyto do dalszej procedury
RNA pull-down.
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Rycina 17. Szczegétowy protokol lizy tkanki mozgowej i usuwania DNA z proéb przed

procedura circRNA pull-down. Uzyskanie jednorodnej zawiesiny ze sproszkowanej tkanki mézgowej

w buforze lizujacym obejmuje wielokrotne przepuszczenie probki przez strzykawke z igla (panel lewy). DNA jest
usuwane z probki przez sonikacje i traktowanie DNazg (panel srodkowy). Przed rozpoczeciem procedury circRNA
pull-down lizat jest rozcienczany buforem hybrydyzacyjnym. 5% lizatu jest pobierane w oddzielnych probowkach

w celu dalszej analizy RNA i biatek (panel prawy).

3.24.4. Wstepne oczyszczanie lizatow z potencjalnych czasteczek biotynylowanych

W kolejnym etapie eksperymentu z lizatbw usuwane s3 czasteczki potencjalnie
biotynylowane, aby zredukowac tto podczas wtasciwego etapu, w ktérym stosuje si¢ sondy
biotynylowane do wzbogacania komplekséw RNA-biatko. (Ryc. 18). Do lizatu dodano kulki
Dynabeads™ MyOne™ Streptavidin C1 w obj¢tosci przeliczonej jak podano powyzej
w punkcie ,,Przygotowanie kulek pokrytych streptawidyng”. Lizaty inkubowano z kulkami
przez godzing poprzez obracanie na rotorze przy 10 obr./min w piecu hybrydyzacyjnym
w temperaturze 37°C (UVP Hybrilinker Oven HL-2000, analytic-jena).

W tym czasie przygotowano sondy DNA do pdzniejszego etapu hybrydyzacji. W tym celu
denaturowano 300 pmol mieszaniny 10-ciu sond DNA o dhlugosci 20 nukleotydow lub
pojedyncza dluga sonde BSJ w temperaturze 85°C przez 3 min. Sondy schtadzano

I przechowywano na lodzie do czasu uzycia.
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Po godzinnej inkubacji lizaty umieszczano na statywie magnetycznym na co najmniej
5 minut, celem oddzielenia kulek. Lizaty po etapie wstgpnego oczyszczania przenoszono do

nowych 2 ml probéwek typu Protein LoBind.
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Rycina 18. Szczegétowy protokol circRNA pull-down na przykladzie circRNA Cdrlas.
1-godzinna inkubacja lizatbw z kulkami pokrytymi streptawidyng zapewnia usuniecie endogennych,
biotynylowanych czasteczek z lizatow (panel lewy). Hybrydyzacja sond DNA (10 x 20 nt) znakowanych biotyng
do docelowego circRNA prowadzona byta przez noc (12 godz.) w temperaturze 37°C w piecu hybrydyzacyjnym.
Kompleksy circRNA Cdrlas-biatko sg wychwytywane na kulkach pokrytych streptawidyng (panel srodkowy).
Usuwanie niezwigzanych, niespecyficznych biatek lub wszelkich innych pozostatosci z uzytych buforéw obejmuje
trzykrotne przemycie kompleksow circRNA-biatko w temperaturze pokojowej, a nastgpnie trzykrotne przemycie
w temperaturze 37°C. Po ostatnim przemyciu w temperaturze 37°C zbierano 5% kulek ze zwiazanymi

kompleksami circRNA-biatko do analizy RNA i 95% do analizy biatka (panel prawy).

3.24.5. Hybrydyzacja circRNA z sondami i wzbogacanie komplekséw circRNA-biatko
Do detekcji circRNA uzywano 10-ciu krétkich (22-nt) sond DNA z biotyng na 3’ koncu lub

jednej dlugiej (44 nt) biotynylowanej sondy DNA zaprojektowanej do sekwencji BSJ kolistego
RNA (Ryc. 16). Lizaty podgrzewano przez 5 minut do temperatury hybrydyzacji tj. 37°C
w przypadku krotkich 20-nt sond DNA lub 56°C w przypadku uzycia dtugiej sondy swoistej
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dla BSJ. Do lizatow dodawano 300 pmol zdenaturowanych w poprzednim etapie sond DNA
I inkubowano przez noc (12 godz.) w 37°C przy jednoczesnym obracaniu probéwek na rotorze
(10 obr./min) w piecu hybrydyzacyjnym. Alternatywnie hybrydyzacje wykonywano
w czasie 3 godz. w 56°C przy uzyciu sondy swoistej dla BSJ.

Pod koniec hybrydyzacji przygotowano kulki do wzbogacania kompleksow RNA-biatko.
Dynabeads™ MyOne™ Streptavidin C1 zawieszano ponownie w buforze do lizy
suplementowanym inhibitorami proteaz i RNaz i inkubowano w temperaturze hybrydyzaciji.
Kulki pokryte streptawidyng dodawano do lizatow z sondami i inkubowano 1 godz.
w temperaturze hybrydyzacji (Ryc. 19A). Czas inkubacji wydtuzano do 1,5 godz., jesli materiat
wyijsciowy W eksperymencie wynosit >/= 100 milionéw komorek. Po tym czasie oddzielano
kulki od lizatu na statywie magnetycznym (Ryc. 19B) przez 5 min. i nastepnie przenoszono
supernatant do nowych 2 ml probowek Protein LoBind. Prébki supernatantu zostaty zachowane
w cieklym azocie i umieszczone w zamrazarce w temperaturze -80°C. Kulki magnetyczne ze

zwigzanymi kompleksami RNA-biatko przeptukiwano w kolejnych etapach eksperymentu

celem pozbycia si¢ niezwigzanych czasteczek.

GB_GP _Ch_ e .
¥ e ¥

\!

Rycina 19. Hybrydyzacja circRNA z sondami DNA i wychwytywanie kompleksow
circRNA-bialko z homogenatow mozgu. A. Wychwytywanie kompleksow RNA-biatko na

streptawidynowych kulkach magnetycznych w czasie inkubacji w temperaturze 37°C z mieszaniem/rotacja. B.
Rozdzielanie kulek na statywie magnetycznym. C. Plukanie kulek po hybrydyzacji i wychwyceniu kompleksow
RNA-biatko.

3.24.6. Oczyszczanie wzbogaconych komplekséw circRNA-biatko
Do oczyszczania kompleksow circRNA-biatko zwigzanych do kulek ze straptywidyna

przygotowano bufor hybrydyzacyjny 1x stezony i przemywano nim kulki magnetyczne 3-
krotnie w temperaturze pokojowej (Ryc. 19C). Za kazdym razem kulki zawieszano w 500 pl

buforu i mieszano zawarto$¢ proboéwki poprzez jej delikatne obracanie przez okoto 30 s. Po
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kazdym ptukaniu umieszczano proboéwki na statywie magnetycznym na 2 minuty, a po tym
czasie doktadnie usuwano bufor i powtarzano ptukanie. W nastgpnym etapie przemywano
kompleksy RNA-biatko zwigzane na kulkach 3-krotnie w 500 ul 1x buforu do hybrydyzacji
w temperaturze hybrydyzacji (37°C lub 56°C) na termobloku, przy jednoczesnym wytrzgsaniu
500 obr./min przez 5 min. Po kazdym ptukaniu, kulki umieszczano na statywie magnetycznym
na 2 minuty i doktadnie usuwano bufor. W przypadku wykorzystania kulek ze zwigzanymi
kompleksami RNA-biatko do dalszej analizy protoemicznej z zastosowaniem LC-MS/MS,
stosowano dodatkowy etap 2-3-krotnego przeptukiwania kulek buforem Tris-HCI o st¢zeniu 10
mM i pH 8, celem pozbycia si¢ pozostalosci detergentdow. Na ostatnim etapie ptukania kulki
rozdzielano do 2 proboéwek 2 ml typu Protein LoBind w objetosciach 5% (taki sam %, jak
w przypadku pobrania probek input) do dalszej analizy RNA metodg RT-gPCR i 95% do
dalszej analizy bialek metodami barwienia srebrem 1 Western blot. W przypadku
przygotowywania prob do analiz LC-MS/MS pobierano 98% kulek do analizy biatek a 2%
pozostawiano do kontrolnego sprawdzenia wzbogacenia RNA po procedurze RNA pull-down.
Probki rozdzielone do osobnych probowek umieszczano na statywie magnetycznym i po co
najmniej 3 min. (lub do czasu, az wszystkie kulki osigda na $cianie probowki od strony statywu)
usuwano doktadnie bufor ptuczacy znad kulek. Probki zawierajace osuszone kulki natychmiast

zamrazano w ciektym azocie i dalej przechowywano w temperaturze -80°C.

3.24.7. Elucja RNA
Probki input oraz 5% kulek pozostawionych po procedurze circRNA pull-down uzywano

do elucji RNA. Probki input zawieszano w 200 ul a kulki w 100 pl 1x stezonego buforu do
trawienia bialek uzupelnionego o proteinazg¢ K (1 mg/ml). Wszystkie proby inkubowano
w 50°C przez 45 min. Po tym czasie natychmiast dodawano do probéwek 1 ml odczynnika
Trizol i inkubowano 8 min w temperaturze pokojowej. Nastgpnie wykonywano izolacje
calkowitego RNA przy uzyciu standardowego protokotu Trizol. Na koniec osady RNA
zawieszano w 15 pl wody i mierzono stezenia RNA przy uzyciu spektrofotometru NanoDrop
One (Thermo Fisher Scientific). 4 ul wyizolowanego RNA poddano dziataniu odczynnikow
z zestawu DNAfree Kit (Thermo Fisher Scientific) w celu usunigcia DNA zgodnie z instrukcja
producenta. Odwrotng transkrypcje i gQPCR wykonywano tak, jak opisano we wcze$niejszych
sekcjach.

3.24.8. Elucja bialka

Elucje biatka z kulek magnetycznych na potrzeby analiz barwienia srebrem lub Western

blot przeprowadzono poprzez gotowanie kulek z rozcienczonym odczynnikiem NUPAGE™
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LDS (Thermo Fisher Scientific). W tym celu do kulek dodawano 10-15 pl wody i taka sama
objetos¢ odczynnika NUPAGE™ LDS i gotowano w 95°C przez 5 min. Probéwki umieszczano
na 2 min. na statywie magnetycznym celem odseparowania eluatu zawierajgcego biatka od
kulek. Barwienic srebrem i Western blot wykonano tak, jak opisano we wcze$niejszych

sekcjach.

3.24.9. Przygotowanie prob, pomiary LC-MS/MS i przetwarzanie danych

Celem wykonania analizy proteomicznych i identyfikacji bialek zwigzanych do circRNA,
eksperyment Cdrlas pull-down przeprowadzono w czterech powtdrzeniach biologicznych
z mozgow WT i czterech powtorzeniach z méozgow Cdrlas KO (kontrola negatywna).
W kazdym pojedynczym eksperymencie uzyto 2 moédzgoéw jako materialu wyjsciowego.
Procedura trawienia bialek i uzyskiwania peptydéw z kompleksow RNA-biatko, pomiary LC-

MS/MS, zbieranie i przetwarzanie danych w programach MaxQuant?? i Perseus®%

zostaly
wykonane przez Laboratorium Spektrometrii Masowej Instytutu Biochemii i Biofizyki Polskiej

Akademii Nauk.

3.24.10.  Analiza danych LC-MS/MS

Dane proteomiczne z eksperymentéw circRNA pull down przetwarzano dalej w programie
Excel m.in. ze wszystkich zidentyfikowanych peptydéw/ biatek odfiltrowano dane dla
peptydow niepowtarzajace si¢ miedzy powtdrzeniami biologicznymi i stanowigce background
eksperymentu. Do dalszej analizy odseparowano 1 pozostawiono dane dla peptydow
powtarzajace si¢ w co najmniej 3 na 4 powtorzeniach biologicznych. Odseparowano réwniez
peptydy 1 biatka, dla ktorych uzyskano zliczenia znormalizowanej intensywnosci peptydow
jedynie w probach WT po Cdrlas pull-down, z jednoczesnym brakiem odczytow (lub
maksymalnie jednym odczytem) w kontroli negatywnej (Cdrlas KO). Celem przygotowania
dalszych wizualizacji danych na wykresach 1 wskazania peptyddéw/bialek wzbogaconych po
eksperymencie Cdrlas pull-down zerowe odczyty intensywnosci peptydow w kontrolach
negatywnych zamieniono na podprogowa warto$¢ intensywnosci peptydow (tj. 20,5). Analize
terminow GO dla biatek wzbogaconych po Cdrlas pull-down przeprowadzono przy uzyciu
narzgdzia DAVID Functional Annotation Tool (david.ncifcrf.gov/tools.jsp). Jako baze do
analizy wykorzystano zestaw bialek otrzymanych z pomiaréw proteomicznych wykonanych na
ekstraktach bialkowych z catego mézgu myszy. Wartosci p zdefiniowano na podstawie
testowania wielokrotnego z korekcja Benjaminiego dostarczanego przez narze¢dzie

DAVID?8219 Wykresy wizualizujace dane przygotowano w programie GraphPad Prism v.9.
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3.25. Trawienie RNA w lizatach tkanki mézgu RNaza R

W celu sprawdzenia mozliwos$ci usuniecia frakcji mRNA z lizatu tkanki mozgowej przed
wlasciwym eksperymentem circRNA pull-down, przeprowadzono trawienie liniowych
czasteczek RNA w lizatach tkanki mozgowej z uzyciem RNazy R. Do tego celu uzywano 10%
(zawierajgcego okoto 40 pg catkowitego RNA) zamrozonego homogenatu przygotowanego
przez biopulweryzacj¢ potowy mozgu. Zamrozony proszek zawieszono w 400 ul buforu do
lizy, a nastepnie poddano lizie i przepuszczono przez strzykawke z igla w sposob zgodny
z wczesniej opisanym etapem protokotem RNA pull-down (punkt 3.25.3.). Po etapie lizy,
probki inkubowano przez 10 min. na lodzie. Po inkubacji lizat rozdzielono na dwie porcje
o rownej objetosci, przeznaczone do reakcji kontrolnej i reakcji z RNazag R. Do probki
kontrolnej dodano 1x st¢zony bufor reakcyjny (mieszanina komercyjnego buforu dla RNazy R
zawierajacego KC1 oraz buforu przygotowanego w oparciu o protokot Xiao i Wilusz 201927
suplementowanego LiCl, zmieszanych w proporcji 1:1) oraz 50 U DNazy | (Thermo, 89836).
Do probki badawczej dodano 1 x stezony bufor reakcyjny, SO U DNazy I i dodatkowo 10 U
RNazy R (Lucigen, RNR07250). Obie probki inkubowano nastgpnie przez 60 minut
w temperaturze 37°C. Po tym czasie probki z powrotem umieszczano na lodzie i natychmiast
dodawano mieszaning roztworu zawierajacego 10 mM EDTA, 5 mM EGTA i1 2,5 mM TCEP,
aby zatrzymac¢ aktywno$¢ enzyméw. Probki inkubowano na lodzie przez kolejne 10 min.
a nastgpnie wirowano przy 16000 x g przez 15 min. w temperaturze 4°C. Supernatant z kazdej
probki przeniesiono do §wiezych probowek o pojemnosci 1,5 mL. RNA izolowano zgodnie ze
standardowym protokotem Trizol, a nastepnie wyizolowane RNA wykorzystano do reakcji

odwrotnej transkrypcji i analizy ilo$ciowej za pomocg qRT-PCR.

3.25.1. Trawienie RNA sprzezone z selekcjg mMRNA

Nastepnie, po trawieniu enzymatycznym, do protokotu wprowadzono etap selekcji na
kulkach oligo(dT) w celu dalszej deplecji mMRNA. Probe po trawieniu enzymatycznym i probe
kontrolng bez dodatku RNazy R, odwirowano przy 16000 x g przez 15 minut w temperaturze
4°C z supernatant z kazdej probki przeniesiono do §wiezych probéwek o pojemnosci 1,5 mL.
Probki poddano dodatkowemu etapowi usuwania poliadenylowanego mRNA przy uzyciu kulek
magnetycznych Oligo d(T)25 Magnetic Beads (New England Biolabs, S1419S). Przed uzyciem
kulki doktadnie zawieszono w ich oryginalnym buforze. Nastepnie, do dwoch oddzielnych,
wolnych od RNaz probdéwek o pojemnosci 1,5 mL, przeniesiono po 10 pl zawiesiny kulek
z oryginalnego opakowania. Probowki umieszczono na Statywie magnetycznym i po 30

sekundach (lub gdy zawiesina stata si¢ klarowna) usuwano supernatant. Kulki przemywano
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dwukrotnie poprzez zawieszanie ich w 100 pl swiezego buforu do wigzania MRNA, za kazdym
razem usuwajac supernatant po separacji magnetycznej. Po ostatnim przemyciu, osadzone kulki
zawieszono w 80 ul buforu do wigzania MRNA i cato$¢ dodawano do probki po trawieniu
RNAza R. Do probki kontrolnej (tj. bez RNazy R) dodano jedynie 80 ul buforu do wigzania
MRNA (bez kulek). Obie probki inkubowano przez 20 minut w temperaturze pokojowej
poprzez obracanie na rotorze przy 10 obr./min, aby umozliwi¢ hybrydyzacje ogonow poli(A)
mRNA do oligonukleotydow oligo(dT) na powierzchni kulek. Po inkubacji probowki
umieszczono na magnesie na 2 minuty, a supernatant, zawierajacy RNA zubozone
0 poliadenylowane transkrypty, ostroznie przeniesiono do nowych probéwek o pojemnosei 1,5
ml. Z tak przygotowanych supernatantéw izolowano RNA, a nastgpnie uzyskane RNA

wykorzystano do reakcji odwrotnej transkrypcji i1 analizy ilo§ciowej za pomoca qRT-PCR.

3.26. Analizy transkryptomiczne z wykorzystaniem technologii NanoString
nCounter®

3.26.1. Hybrydyzacja RNA z sondami specyficznymi dla wybranych transkryptow
(TagSet custom assay)

RNA oczyszczone z eluatow circRNA pull-down poddawano DNazowaniu. 100 ng RNA
z tych eksperymentow wykonanych zarowno w mézgach myszy WT, jak i Cdrlas KO uzyto
do hybrydyzacji sond swoistych dla 72 transkyptow wyselekcjonowanych wczesniej przez dr
hab. Monike Piwecka do walidacji zmian transkryptomicznych w moézgach myszy z delecja
Cdrlas!®. Wsréd 72 wyselekcjonowanych transkryptow znalazly si¢ grupy wybranych genow
markerow neuronalnych, genéw natychmiastowej wczesnej odpowiedzi (ang. immediate early
genes), gendw regulowanych przez miR-7 oraz genéw zegara okotodobowego (ang. circadian
clock genes)'?. Reakcje hybrydyzacji przeprowadzono mieszajac probki RNA z nadmiarem
odpowiednich sond oraz mieszaning Znacznikow Reporterowych i Wychwytujacych (TagSet)
i nastegpnie inkubujgc probki w temperaturze 67°C przez 18 godzin. Po zakonczeniu
hybrydyzacji, probki zostaty zatadowane na specjalny kartridz. Nastepnie kartridz umieszczono
w urzadzeniu nCounter® SPRINT Profiler, ktére automatycznie przeprowadza dalsze etapy
analizy. Urzadzenie dziala w dwoch gtownych fazach. W pierwszej fazie, przy uzyciu
zintegrowanego systemu mikroprzeptywowego, nastgpuje oczyszczenie kompleksow RNA-
sonda poprzez usunigcie niezwigzanych, nadmiarowych sond i znacznikow. Oczyszczone
kompleksy sa nastgpnie immobilizowane 1 precyzyjnie rozmieszczane na powierzchni
obrazujacej kartridza, wykorzystujac  oddzialywanie  biotynylowanego Znacznika
Wychwytujacego ze streptawidyng pokrywajaca powierzchni¢ kartridza. W drugiej fazie,

zautomatyzowany wielokanatowy mikroskop skanuje powierzchni¢ kartridza, a zintegrowany
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system analizy cyfrowej zlicza poszczegodlne, unikalne, fluorescencyjne kody kreskowe
Znacznikdw Reporterowych, ktore zostaty przytaczone do docelowych czasteczek RNA.
Wyniki sg eksportowane w postaci plikow danych w formacie .csv, zwanych plikami RCC
(ang. Reporter Code Count), ktore zawierajg liczbe zliczen dla kazdej badanej czasteczki RNA
w poszczegdlnych probkach. Poziomy ekspresji mRNA analizowano przy uzyciu
oprogramowania nSolver 3.0. Dane normalizowano wobec genow: Actb, Hprt, Gapdh i Tubb5

oraz z zastosowaniem wewnetrznych kontroli pozytywnych i negatywnych.

3.26.2. Hybrydyzacja RNA z sondami specyficznymi dla miRNA (Mouse v1.5 miRNA
assay)

RNA oczyszczone z eluatow circRNA pull-down poddawano DNazowaniu. 100 ng RNA
z tych eksperymentoéw uzyto do analizy ekspresji miRNA nCounter® Mouse v1.5 (NanoString,
CSO-MMIR15-12). Wszystkie ectapy testu wykonano zgodnie z protokotem NanoString
dedykowanym do tego zestawu (MAN-C0009-08-nCounter-miRNA-Expression-Assay).
W skrocie, unikalne znaczniki oligonukleotydowe ligowano z miRNA. Probki po etapie ligacji
oczyszczono przez dodanie 1 ul Ligation Clean-Up Enzyme i 1-godzinng inkubacje
w temperaturze 37°C. Oczyszczone z enzymu probki rozcienczano i hybrydyzowano z sondami
przy uzyciu odczynnikow NanoString. Sondy wigzace MIRNA i sondy reporterowe
z unikalnym flurescencyjnym barkodem hybrydyzowano z miRNA podczas 18-godzinnej
inkubacji w temperaturze 65°C. Po zakonczeniu hybrydyzacji, probki zostaly zaladowane na
kartridz i umieszczone w urzadzeniu nCounter® SPRINT Profiler, a reakcja detekcji
komplekséw sonda-miRNA znakowanych fluorescencyjnie zostala przeprowadzona
automatycznie, jak opisano powyzej (3.26.1). Pomiary zostaly wykonane w Max Delbriick
Center, Berlin Institute for Medical Systems Biology (MDC-BIMSB). Poziomy ekspresji
MIRNA analizowano przy uzyciu oprogramowania nSolver 3.0 poprzez normalizacje do

wewnetrznych kontroli pozytywnych i negatywnych.

3.27. Analizy statystyczne
Analizy statystyczne przeprowadzono przy uzyciu GraphPad Prism v.9. Wszystkie

szczegdly dotyczace analiz oraz wyboru testow statystycznych dla poszczegdlnych
eksperymentow zamieszczono w opisach do rycin oraz w opisach metod. Wartosci p obliczono
przy uzyciu ANOVA lub t — testu.

3.28. Narzedzia wykorzystane do opracowania rycin
Ryciny prezentujace wyniki uzyskane w niniejszej pracy opracowano w programie

Inkscape. Rysunki i schematy utworzono w BioRender.com.
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4. Wyniki

4.1. Optymalizacja metody XRNAX do charakteryzowania oddzialywan RNA-bialko
w tkance mézgowej myszy

Niniejsza sekcja prezentuje rezultaty badan, ktorych nadrzednym celem byto opracowanie
1 zastosowanie metod umozliwiajacych doglebng charakterystyke oddzialywan RNA-biatko
naturalnie wystgpujacych w tkance mézgowej myszy. Kluczowa motywacja do podjecia tych
prac byla potrzeba przezwyci¢zenia ograniczen dotychczasowych protokotow, ktére sa
zoptymalizowane gtownie do pracy z liniami komérkowymi, i umozliwienia analizy natywnych
kompleksow RNA-biatko w ztozonym s$rodowisku tkankowym. W pierwszej kolejnosci
przedstawiono zatem wyniki adaptacji metody XRNAX?Y, ze szczegdlnym uwzglednieniem
optymalizacji etapu homogenizacji tkanki mézgowej oraz oceny efektywnosci stabilizacji
oddziatywan RNA-bialko poprzez sieciowanie UV. Nastepnie, wykorzystujac
zoptymalizowany protokot XRNAX, przystapiono do charakterystyki bialek wigzacych
catkowite RNA (niezaleznie od statusu poliadenylacji) w mozgu myszy Szczepu dzikiego, co
miato na celu zmapowanie RBPomu mézgu.

Protokoét do badania oddziatywan RNA-biatko, XRNAX?%"| zostal opublikowany w 2019
roku. Naukowcy przeprowadzili eksperymenty na trzech ludzkich liniach komoérkowych
(MCF7, HeLa i HEK293), ktore potaczyli z trawieniem trypsyng oraz wzbogacaniem peptydow
zwigzanych z RNA na kolumnach krzemionkowych. W wyniku tych badan zidentyfikowano
proteomy wiazace RNA, obejmujace odpowiednio 1207 biatek dla komoérek MCF7, 1239 dla
Hela oraz 1357 dla HEK293%"", Stwierdzono rowniez, ze ponad 800 z tych biatek byto
wspolnych dla wszystkich trzech linii komorkowych, a ponad 700 zidentyfikowano jako
wigzace niepoliadenylowane RNA. Ponadto, sekwencjonowanie RNA z ekstraktow XRNAX
uzyskanych z komoérek MCF7 wykazato obecno$¢ wszystkich gtéwnych biotypow RNA, ktore
wykrywane sa takze poprzez klasyczng ekstrakcje RNA odczynnikiem Trizol. Wéréd
zidentyfikowanych transkryptow znalazlo si¢ okoto 1500 kodujacych biatka oraz podobna
liczba (okoto 1500) duzych miedzygenowych niekodujgcych RNA (ang. large intergenic
noncoding RNAs, lincRNA)?%’. Na koniec protokot XRNAX zastosowano do okreslania zmian
ilosciowych w RBPomie wywotanych stresem po traktowaniu komoérek MCF7 arseninem
I zaobserwowano masowa przebudowe proteomu zwigzanego z translacja i oddziatujacego
z RNA?", Podsumowujac, protokot XRNAX jest uzytecznym narzedziem do kompleksowe;
identyfikacji biatek wiazacych rozne biotypy RNA oraz analizy zmian w RBPomie (np.
w odpowiedzi na stres komorkowy) w ludzkich liniach komérkowych, a takze wykazuje

potencjal adaptacji do badania interakcji RNA-biatko w innych uktadach, jak np. tkanki.
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Ograniczona do kilku warstw komoérek®° penetracja $wiatta UV o dlugosci 254 nm
w materiale biologicznym uniemozliwia efektywna stabilizacje kompleksow RNA-biatko
w wigkszosci tkanek 1 wymaga rozdrobnienia tkanki oraz optymalizacji procedury utrwalania
oddziatywan RNA-biatko. Aby oceni¢ skuteczno$¢ naswietlania UV w sieciowaniu
kompleksow RNA-biatko w homogenatach mézgu myszy, zastosowano dwie rézne metody
homogenizacji tkanek przed samym procesem sieciowania. Uzyto mozgu myszy SzCzepu
dzikiego zhomogenizowanego przez rozdrobnienie w homogenizatorze Dounce (metoda H)
i biopulweryzacje, inaczej proszkowanie (metoda B, Ryc. 20). W pierwszym przypadku
naswietlano $wiattem UV cienka warstwe¢ plynnego homogenatu, natomiast w drugim
przypadku drobno sproszkowang, zamrozong tkanke mozgowa (doktadne opisy homogenizacji
znajdujg si¢ w sekcji Metody). Dalej kontynuowano procedur¢ XRNAX oraz izolacje
i oczyszczanie kompleksow RNA-biatko z interfazy po separacji fazowej zgodnie
z opublikowanym protokolem XRNAX?". Dla obu metod homogenizacji przygotowano
réwniez odpowiednie probki kontrolne, ktére nie zostaly poddane naswietlaniu UV. Po
wieloetapowym oczyszczaniu, obejmujagcym usunigcie DNA, i rozpuszczeniu probek
z interfazy, otrzymano ekstrakty XRNAX. Zgodnie z zalozeniami, powinny by¢ one
wzbogacone w usieciowane kompleksy RNA-biatko oraz pozbawione DNA.

Procedure XRNAX, gdy jest ona poprzedzona homogenizacja metodg biopulweryzacji,
w dalszej czes$ci pracy okresla sie¢ mianem ,,XRNAX B”. Natomiast w przypadku, gdy
homogenizacje¢ przeprowadzono przez rozdrobnienie tkanki w homogenizatorze Dounce’a,
procedura ta nosi nazwe ,,XRNAX H”.

Wyniki otrzymane z zastosowaniem protokotu XRNAX w tkance mozgu myszy omawiane
w dalszej czesci pracy w punktach od 4.1 do 4.5 stanowia cze$¢ opublikowanej pracy, ktorej

pierwszym autorem jest autorka niniejszej pracy doktorskiej?%.
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Rycina 20. Szczegolowe etapy procedury XRNAX przeprowadzonej w tkance mézgowe;j

Myszy. Przed sieciowaniem s$wiattem UV przy dlugosci fali 254 nm stosowano dwie rozne metody
homogenizacji tkanki mézgowej: metodg B (biopulweryzacj¢ zamrozonej tkanki) i metode H (homogenizacjg za
pomoca homogenizatora Dounce bezposrednio po resekcji mozgu). Po rozdzieleniu faz odczynnikiem Trizol,
interfaza jest uzywana do odzyskania proteomu zwigzanego z RNA, co daje poczatek ekstraktowi XRNAX.
Ekstrakty XRNAX byly walidowane pod katem wzbogacenia RBP (metodami Western blot — WB) oraz
wykrywania RNA (Northern blot — NB, i RT-qPCR). Po tych wstepnych walidacjach, ekstrakty XRNAX byty
poddawane trawieniu trypsyng i wzbogaceniu peptydéw zwigzanych z RNA na kolumienkach krzemionkowych
do dalszej analizy LC-MS/MS (walidacja wysokoprzepustowa).

4.1.1. Analiza wzbogacenia bialek wiazacych RNA w procedurze XRNAX

Aby potwierdzi¢ wzbogacenie bialek wigzacych RNA w interfazie uzyskanej za pomoca
protokotu XRNAX, przeprowadzono analizy Western blot oraz barwienie srebrem. Analiza
Western blot wykazata, ze kanoniczne RBP, takie jak AGO1 oraz swoiScie wystepujace
w tkankach nerwowych biatko ELAVL2 (znane réwniez jako HuB), byly wzbogacone
w ekstraktach XRNAX w poréwnaniu z nieusieciowanymi probkami kontrolnymi (Ryc. 21A-
B). Co wigcej, barwienie srebrem ujawnilo ogdlne wzbogacenie puli biatek w probkach
z interfazy poddanych sieciowaniu UV, w pordwnaniu z probkami nieusieciowanymi (Ryc.
21A-B). Na tym etapie walidacji potwierdzono, ze obie zastosowane metody homogenizacji

umozliwiajg skuteczne wzbogacenie RBP w ekstraktach XRNAX.
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Rycina 21. Wzbogacenie bialek wiazacych RNA w interfazie po eksperymencie XRNAX.
A. Walidacja metody XRNAX H za pomocg barwienia srebrem i analizy Western blot. Po lewej: barwienie
srebrem ekstraktow biatkowych uzyskanych z probek interfazy po na$wietlaniu UV (ekstrakt XRNAX) i bez
naswietlania UV (probka kontrolna). Po prawej: analiza Western blot AGO1 i ELAVL2 w probkach interfazy
(INT), tj. w ekstrakcie XRNAX po naswietlaniu UV, w kontroli bez UV, w calym mdzgu (INPUT) i w probkach
fazy organicznej (OP). B. Walidacja metody XRNAX B za pomocg barwienia srebrem i analizy Western blot

zostata przeprowadzona zgodnie z opisem w punkcie A, z dodatkowg analiza biatka PTBP2 metoda Western blot.

4.1.2. Ocena wzglednej ilosci RNA w fazie wodnej i w interfazie w procedurze
XRNAX

Obserwowane wzbogacenie biatek w ekstraktach XRNAX sugerowato, ze w interfazie, po
sieciowaniu UV, zostanie rowniez przechwycona cze$¢ transkryptomu zwigzana z tymi
biatkami. Zgodnie z tym zalozeniem, analizowano poziomy RNA w prébkach z interfazy
(ekstrakty XRNAX) oraz w probkach z fazy wodnej, stanowigcej pozostatos¢ po procedurze
XRNAX (Ryc. 20, panel gorny). RNA pochodzace z ekstraktow XRNAX oraz
z odpowiadajacych im faz wodnych naniesiono na denaturujace zele agarozowe i poddano
analizie Northern blot w celu detekcji circRNA Cdrlas — transkryptu o wysokiej ekspresji
W mozgu, znanego z wigzania mikroRNA oraz biatka AGO2!%, Analiza Northern blot
wykazata wzbogacenie Cdrlas w probkach XRNAX uzyskanych metoda B (biopulweryzacja),
czemu towarzyszyt nizszy poziom detekcji tego transkryptu w odpowiadajacej jej fazie wodne;j
(Ryc. 22A, prawa strona). Sugeruje to, zgodnie z oczekiwaniami, skuteczne przechwycenie
Cdrlas w interfazie po naswietlaniu UV. Natomiast w przypadku metody H (homogenizator
Dounce), analiza XRNAX wykazata obecno$¢ Cdrlas zaré6wno w usieciowanych, jak
1 nieusieciowanych probkach z interfazy, jednak nieoczekiwanie transkrypt ten byt catkowicie
niewykrywalny w usieciowanej probce z fazy wodnej (Ryc. 22A, lewa strona). Obserwacje te
potwierdzity analizy RT-qPCR, ktore ujawnity spadek poziomu detekcji o 60% do ponad 90%
dla circRNA Cdrlas, wybranych mRNA oraz kilku testowanych INCcRNA w probkach RNA
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z fazy wodnej, przygotowanych metodg XRNAX H i poddanych sieciowaniu UV (Ryc. 22B).
Dla poréwnania, w przypadku homogenizacji metoda B, potaczonej z procedurg XRNAX,
spadek poziomu RNA w probkach z fazy wodnej wynosit $rednio od 20% do 60%, w zalezno$ci
od analizowanego transkryptu (Ryc. 22C). Stwierdzono, ze zarowno brak Cdrlas w fazie
wodnej po naswietlaniu UV w procedurze XRNAX poprzedzonej metoda H (Ryc. 22A, lewa
strona), jak i ogolnie obnizony poziom RNA w fazie wodnej dla probek homogenizowanych w
homogenizatorze Dounce i naswietlanych UV (Ryc. 22B), mogg by¢ spowodowane wysokim
stopniem degradacji RNA (Ryc. 22D, lewa strona). Degradacja ta prawdopodobnie zachodzita
podczas etapu sieciowania plynnego homogenatu, na skutek ekspozycji RNA na dzialanie
RNaz uwalnianych z uszkodzonych komorek. Jednoczesnie, jako§¢ RNA byla zachowana
w przypadku biopulweryzacji potaczonej z XRNAX (Ryc. 22D, prawa strona). Wskazuje to,
ze biopulweryzacja jest metoda homogenizacji bardziej odpowiednia 1 niezawodng dla
protokotu XRNAX oraz innych metod wykorzystujacych naswietlanie UV tkanki mozgowej

do analizy kompleksow RNA-bialko, pozwalajac na zachowanie fizjologicznie istotnych
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Rycina 22. Wzbogacenie RNA w interfazie z jednoczesnym ubytkiem RNA w fazie wodnej

po eksperymencie XRNAX. A. Analiza Northern blot w kierunku detekcji circRNA Cdrlas w probkach
interfazy (INT) i probkach RNA z fazy wodnej (AQ) uzyskanych metoda XRNAX H i XRNAX B oraz
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w odpowiednich probkach kontrolnych niepoddanych dziataniu promieni UV. B. Metoda XRNAX H: pomiary
RT-qPCR wybranych mRNA, IncRNA i circRNA wykonane na matrycy RNA z fazy wodnej po eksperymentach
XRNAX (probki naswietlane UV, XL, zielone stupki) i dla odpowiednich préb kontrolnych bez UV (NC, szare
stupki). Metodg AACt zastosowano do obliczenia wzglednego poziomu ekspresji znormalizowanej do transkryptu
circRims2. Przeanalizowano n = 3-5 powtdrzen biologicznych, pojedyncze kropki reprezentuja indywidualne
powtdérzenia. *p <0,05 **p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001, n.s.: nieistotne statystycznie (two-way
ANOVA). C. Metoda XRNAX B: pomiary RT-qPCR dla wybranych mRNA, IncRNA i circRNA wykonane
zgodnie z opisem w B. D. Probki RNA z fazy wodnej (AQ) i interfazy (INT) rozdzielono w 1% zelach
agarozowych. RNA uzyskano podczas eksperymentow XRNAX poddanych naswietlaniu UV i z probek
kontrolnych bez naswietlania UV, odpowiednio przy uzyciu metod XRNAX H i B.

Dodatkowo, zaobserwowano tendencj¢ do obnizenia poziomu wybranych kolistych RNA,
takich jak circHipk3(2) oraz circStau2(2,3,4,5), w fazie wodnej po naswietlaniu UV (XL)
w poréwnaniu z nieusieciowang probka kontrolng (NC) w procedurze XRNAX B (Ryc. 22C).
Obserwacja ta moze sugerowac, ze te czasteczki RNA, ktorych zdolno$¢ do interakcji
z biatkami nie zostala dotychczas w pelni scharakteryzowana, sa zdolne do tworzenia
kompleksow z biatkami. Wynik ten wskazuje rowniez, ze metoda XRNAX z wykorzystaniem
biopulweryzacji moze by¢ uzytecznym narzgdziem do oceny zdolnosci réznych biotypoéw RNA

do wigzania bialek.

4.2. Wysokoprzepustowa walidacja protokolu XRNAX w mézgu zdrowej myszy
Aby systematycznie scharakteryzowa¢ RBPom moézgu dorostych myszy WT (samce, 13-

15 tygodni), wykorzystano analize LC-MS/MS do profilowania sktadu biatkowego ekstraktow
XRNAX (Rycina 20, dolny panel). W tym celu ekstrakty XRNAX poddano cze$ciowemu
trawieniu trypsyna, a nast¢pnie oCzyszczaniu czasteczek RNA usieciowanych z peptydami przy
uzyciu kolumn krzemionkowych (zgodnie z oryginalnym protokotem XRNAX?"), Zatozeniem
tego etapu oczyszczania bylo wzbogacenie biatek usieciowanych z RNA i ograniczenie
pomiaréw MS do biatek RBP?". W probach XRNAX B zidentyfikowano tacznie szes¢set
sze$édziesiat szesé biatek??®. Analiza terminéw GO dla tych biatek (Ryc. 23 A) oraz poréwnanie
ich z zestawem znanych RBP z bazy RBPbase v0.2.1. alpha (Ryc. 23B) potwierdzita, ze

wigkszo$¢ z nich byta rozpoznana jako RBP.
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Rycina 23. Analiza bialek wykrytych w interfazie po procedurze XRNAX (metoda B) za

pomoca pomiaru LC-MS/MS. A. Analiza ontologii genéw dla funkcji molekularnych (DAVID) dla n =

666 biatek z interfazy zidentyfikowanych w pomiarach LC-MS/MS w prébach XRNAX B. Wartos¢ p GO TERM
<0,0035, tlo: proteom calego mdézgu myszy, n = 3803 bialek. B. Diagram Venn’a porownujacy n = 666 biatek
interfazowych wykrytych w mézgu myszy metoda XRNAX B ze znanymi mysimi RBP zdeponowanymi w bazie
danych RBPbase v0.2.1 alfa (n = 2619).

4.2.1. Charakterystyka RBP wzbogaconych po procedurze XRNAX (metoda B)

Po ocenie skutecznosci izolacji RBP z interfazy przy uzyciu protokotu XRNAX
z homogenizacja metoda B, analiz¢ skoncentrowano na biatkach wzbogaconych w uzyskanych
ekstraktach. Sposrod 666 zidentyfikowanych biatek, dla 109 stwierdzono istotne wzbogacenie
w ekstraktach XRNAX poddanych sieciowaniu UV (XL) w poréwnaniu z nieusieciowang
probka kontrolng (non-XL) (Ryc. 24A). Okoto 80% bialek, ktore ulegly specyficznemu
wzbogaceniu w procedurze XRNAX, bylo juz wczesniej sklasyfikowanych jako RBP
(w oparciu o dane z bazy RBPbase, Ryc. 24B) i stanowito znaczng frakcje wszystkich biatek
zawierajacych znane, kanoniczne domeny wiazagce RNA (RBD; Ryc. 24C). Analiza GO pod
katem funkcji molekularnej wykazala istotne wzbogacenie w ekstraktach XRNAX grup biatek
o funkcji wigzania RNA (w tym specyficznie mRNA), bialek bedacych strukturalnymi
sktadnikami rybosomu oraz innych biatek zaangazowanych w wigzanie kwasow nukleinowych
(Ryc. 24D).

Poniewaz procedura XRNAX pozwala na wzbogacanie RBP wigzacych zarowno mRNA,
jak 1 transkrypty niepoliadenylowane, spodziewano si¢ licznej reprezentacji biatek

rybosomalnych w wynikach analizy LC-MS/MS. Analiza GO w kategorii ,.komponent
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komorkowy” dla zbioru danych XRNAX wykazala istotne wzbogacenie biatek jadrowych (n =
66), komponentow rybosomalnych, a takze regulatorow splicingu oraz biatek specyficznych

dla neuronow, takich jak biatka synaptyczne (n = 43) (Ryc. 24E).
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Rycina 24. Identyfikacja bialek zwiazanych z RNA w mozgu myszy przy uzyciu XRNAX
(metoda B). A. Wykres volcano przedstawiajacy stopien zmiany (ang. fold-change, FC) biatek
zidentyfikowanych w ekstraktach XRNAX (XL) w poréwnaniu do nieusieciowanych (non-XL) probek
kontrolnych. Zaréwno ekstrakty XRNAX, jak i probki kontrolne z interfazy poddano oczyszczaniu na kolumnach
krzemionkowych w celu wzbogacenia peptydow zwigzanych z RNA oraz pomiarom LC-MS/MS. n = 3
powtdrzenia biologiczne, tj. indywidualne pomiary MS z r6znych eksperymentéow XRNAX B. Wypethione kotka
- biatka wzbogacone XRNAX B, log2 FC > 0,6 i p < 0,05. Potencjalnie nowi kandydaci RBP sg oznaczeni na

zielono. Otwarte kotka — wyniki nieistotne statystycznie. B. Diagram Venn’a poréwnujacy n = 109 biatek
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wzbogaconych w XRNAX B w mozgu myszy WT ze wszystkimi znanymi mysimi RBP zdeponowanymi
w RBPbase v0.2.1 alfa (n = 2619). C. Liczba biatek z kanonicznymi RBD i przewidywanymi regionami
nieuporzadkowanymi wykryta w zestawie biatek wzbogaconym metoda XRNAX B (log2 FC XL/non-XL > 0,6,
p <0,05). RBD, domena wigzaca RNA; RRM, motyw rozpoznajacy RNA; ZF, domena palca cynkowego; KH,
domena homologiczna K. D. Analiza funkcji molekularnych GO (DAVID) biatek zmierzonych w LC-MS/MS po
XRNAX B (n = 109 biatek wzbogaconych); p < 0,005; tlo -proteom z catego médzgu myszy, n = 3803 biatka.
E. Analiza sktadnikow komorkowych GO (DAVID) dla wynikow LC-MS/MS po XRNAX B (n = 109 biatek
wzbogaconych). Termin GO p < 0,005; tto jak opisano w (D).

Wsrod biatek synaptycznych zidentyfikowanych za pomocg protokolu XRNAX wykryto
biatka rybosomalne, biatka z rodziny hnRNP oddzialujace z mRNA oraz kilka biatek
zaangazowanych w uwalnianie neuroprzekaznikow i1 zwigzanych z blong pecherzykow
transportowych, takich jak SYNGR3, RAB3A, SLC1A2, SLC1A3 czy SLC6A1%%, Funkcja
niektorych z tych bialek nie jest bezposrednio zwigzana z wigzaniem RNA, a biatka te nie sg
sklasyfikowane jako RBP w aktualnej bazie RBPbase; przyktadami sg transporter glutaminianu
SLC1A2 oraz neurogranina (NRGN). Warto zaznaczy¢, ze oba te biatka zidentyfikowano jako
potencjalnie wigzace RNA rowniez w niedawno opublikowanym badaniu, w ktérym
wykorzystano metode pCLAP?%. Szczegotowej analizie poddano rowniez najliczniejsza grupe
biatek wzbogaconych w procedurze XRNAX, tj. biatka jadrowe. W tej grupie wszystkie
zidentyfikowane biatka (n = 66) byly sklasyfikowane jako RBP w aktualnej wersji bazy
RBPbase, a wsrod nich znajdowaty si¢ represory transkrypcji (np. CIRBP i MYEF2),
aktywatory transkrypcji (np. PURA 1 SFPQ), biatka zaangazowane w splicing mRNA oraz
biatka charakterystyczne dla réznych kompartmentéw jadrowych??. Eacznie, wyniki te
sugeruja, ze biatka synaptyczne, takie jak SLC1A2 i NRGN, mogg petni¢ dotychczas nieznane
funkcje zwigzane z interakcjami z RNA, na przyktad uczestniczac w lokalnej regulacji ekspresji
gendOw na poziomie synaps. Alternatywnie, mozliwe jest, ze funkcja tych biatek jest
modulowana przez RNA, ktore wplywa na ich stabilno$¢ lub aktywnos$¢. Jednoczesne
wzbogacenie licznych, dobrze scharakteryzowanych RBP jadrowych potwierdza wysoka
specyficznos$¢ protokotu XRNAX w identyfikacji rzeczywistych interakcji RNA-biatko
w materiale biologicznym. Odkrycia te podkreslajg zatem potencjal zastosowanej metodyki do
poszerzania wiedzy o RBPomie mozgu 1 odkrywania niekanonicznych rdl biatek w procesach
neuronalnych.

Dodatkowo, przeanalizowano struktury biatek oraz regiony bialkowe odpowiadajace
peptydom zidentyfikowanym metodg spektrometrii mas w ekstraktach XRNAX. Projekcja
peptydow zidentyfikowanych w procedurze XRNAX na struktury RBP zawierajacych
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kanoniczne RBD?! pokazuje, ze peptydy wykryte za pomocg spektrometrii mas lokalizujg sie
w obrebie RBD, takich jak domeny RRM czy ZF, lub w regionach bezposrednio z nimi
sasiadujacych??®,

Przedstawione analizy proteomiczne potwierdzity skutecznos¢ i specyficzno$¢ metody
XRNAX, z wykorzystaniem homogenizacji metoda B, w izolacji RBP z tkanki mozgowe;.
Potwierdzeniem tej efektywno$ci byla identyfikacja peptydéw pochodzacych z biatek
specyficznie oddziatujagcych z RNA. Ponadto, analiza jednej z grup RBP najsilniej
wzbogaconych w wyniku zastosowania procedury XRNAX, biatek synaptycznych, pozwolita
zidentyfikowac biatka, ktore dotychczas nie byty klasyfikowane jako RBP, lecz wykazuja
potencjat wigzania RNA.

4.2.2. Analiza bialek wykrytych w interfazie oraz RBP wzbogaconych po procedurze
XRNAX H

W celu pehiejszego poroéwnania wplywu obu badanych metod homogenizacji na
efektywnos$¢ izolacji kompleksow RNA-biatko, przeprowadzono dodatkowo analiz¢ LC-
MS/MS dla biatek wyizolowanych przy uzyciu protokotu XRNAX H. W procedurze tej
zidentyfikowano catkowitg liczbe biatek (n = 820) poréwnywalng z uzyskang dla protokotu
XRNAX B. Jednakze, sposrod nich jedynie 81 biatek wykazato statystycznie istotne
wzbogacenie w usieciowanych probkach XRNAX w poréwnaniu z odpowiednimi
nieusieciowanymi probkami kontrolnymi (Ryc. 25A). Ten zbior istotnie wzbogaconych biatek
scharakteryzowano rowniez pod katem obecnosci RBD, potwierdzajac, ze wzbogacona grupa
zidentyfikowanych biatek to gtownie RBP (Ryc. 25B-C). Stwierdzono jednak, ze profil tych
81 RBP pokrywat si¢ tylko czesciowo z profilem RBP istotnie wzbogaconych w procedurze
XRNAX B (Ryc. 25D). Obserwacje te wskazuja, ze metoda homogenizacji tkanki,
poprzedzajaca etap sieciowania UV, znaczaco wptywa na profil identyfikowanych interakcji

RNA-bialko.
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Rycina 25. Wysokoprzepustowa walidacja wynikow XRNAX poprzedzonych

homogenizacjq typu Hw mézgu myszy WT. A. Wykres volcano pokazujacy istotnie wzbogacone RBP
z probek po sieciowaniu UV (XL) wzgledem probek nienaswietlanych (nie-XL) uzyskanych metoda XRNAX H.
n = 3 powtdrzenia biologiczne (ekstrakty XRNAX z 3 r6znych mézgoéow) poddano pomiarom MS. Wypelnione
kotka oznaczajg biatka wzbogacone po XRNAX z log2 FC > 0,6, warto$¢ p <0,05. Potencjalnie nowi kandydaci
RBP sg oznaczeni na zielono. Otwarte kotka oznaczaja nieistotne statystycznie wyniki. B. Analiza GO
(DAVID)funkcji molekularnych dla n = 81 biatek wzbogaconych, zidentyfikowanych metodg LC-MS/MS
w metodzie XRNAX H. warto$¢ p < 0,005, tto: proteom z calego mézgu myszy, n = 5509 biatek. C. Liczba biatek
z kanonicznymi domenami wigzacymi RNA i przewidywanymi regionami nieuporzadkowanymi w zestawie
biatek wzbogaconych metoda XRNAX H (log2 FC XL/non-XL >0,6). D. Diagram Venn’a dla wynikow LC-
MS/MS porownujacych 2 zestawy danych: wszystkie wykryte biatka XRNAX uzyskane z probek interfazy metoda
XRNAX B (n = 666) i metodg XRNAX H (n = 820) (gora). Diagram Venn’a dla biatek wzbogaconych metoda
XRNAX, log2 FC >0,6 i wartos¢ p <0,05, w modzgach typu dzikiego metoda B i metodg H, odpowiednio n = 109
in =81 (dot).
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Podsumowujac, zastosowanie protokotu XRNAX pozwolito na identyfikacje
specyficznych dla mozgu RBP oraz peptydéw pochodzacych z domen bezposrednio
zaangazowanych w wigzanie czasteczek RNA. Biopulweryzacja (metoda B) zamrozonej
tkanki, zastosowana przed etapem sieciowania UV, okazata si¢ metoda optymalng do izolacji
komplekséw RNA-biatko z mozgu. Przemawia za tym fakt, iz skutkowala ona mniejsza
degradacja RNA, pozwolila na uzyskanie reprezentatywnego profilu RBP, a takze stwarza
wicksze prawdopodobienstwo zachowania rzeczywistych, natywnych interakcji RNA-biatko in

vivo.

4.3. Okreslenie zmian jako$ciowych w interakcjach RNA-biatko w mézgu z defektem
mielinizacji z zastosowaniem XRNAX

Mielina to wielowarstwowa ostonka bialkowo-lipidowa otaczajgca aksony komorek
nerwowych. Gtéwng funkcjg ostonki mielinowej jest umozliwienie szybkiego przewodzenia
impulsow nerwowych, jednak peini ona réwniez istotne role we wsparciu metabolicznym
1 ochronie mechanicznej aksonéw. Niedawne badania wykazaty takze, ze mielina wplywa na
utrzymanie dlugoterminowej integralno$ci oraz precyzyjnych wzorcéw aktywnosci
aksonalnej®. Deficyty mieliny w o$rodkowym ukladzie nerwowym prowadza do powaznych
zaburzen funkcjonalnych u ludzi i zwierzat®®, w tym choréb demielinizacyjnych, jak np.
stwardnienie rozsiane.

W niniejszej pracy, opierajac si¢ na wczesniejszej pomyslnej adaptacji i walidacji protokotu
XRNAX dla tkanki mézgowej myszy typu dzikiego (co stanowilo realizacje pierwszego celu
szczegdtowego), dokonano charakterystyki globalnego profilu interakcji RNA-biatko w mozgu
myszy z wrodzonym deficytem mieliny. Do tego celu wykorzystano model myszy shiverer
(Shi) oraz zoptymalizowang metod¢ XRNAX, potagczong z homogenizacja tkanki mozgowe;j
metoda B i wysokoprzepustowg analizg LC-MS/MS (zgodnie ze schematem przedstawionym
na Rycinie 20), aby scharakteryzowa¢ profil bialek wigzacych RNA w mozgach dorostych
samcow tych myszy. Zastosowanie tej zoptymalizowanej metody w kontekscie patologii OUN
jest drugim celem szczegotowym pracy, ktory zakladal wykorzystanie XRNAX do
identyfikacji r6znic w RBPomie mézgu myszy z defektem mielinizacji, co mogloby rzuci¢
nowe $wiatto na molekularne podstawy tej neuropatologii. Wybor modelu myszy shiverer,
charakteryzujacego si¢ mutacja w genie Mbp (ang. myelin basic protein) i powaznymi
zaburzeniami mielinizacji w OUN, stworzyt unikalng mozliwo$¢ zbadania, jak tak ten
fundamentalny defekt wplywa na globalny krajobraz oddziatywan RNA-biatko i czy
zidentyfikowane zmiany moga wskazywa¢ na nowe mechanizmy kompensacyjne lub

patogenne. Ponizsze wyniki przedstawiajg szczegdlowa analiz¢ jakoSciowa interakcji RNA-
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bialko w mozgach tych myszy, ze szczegdélnym uwzglednieniem biatek wykazujacych

zmieniony profil wigzania RNA w poréwnaniu do zwierzat kontrolnych.

4.3.1. Potwierdzenie mutacji Mbp w mézgu myszy shiverer

Przed wykonaniem eksperymentu XRNAX, potwierdzono mutacje Mbp u myszy shiverer
na poziomie DNA poprzez genotypowanie (Ryc. 26A) oraz na poziomie RNA poprzez analize
MRNA Mbp metoda RT-qPCR z trzema r6znymi parami starterow (Ryc. 26B).
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Rycina 26. Walidacja podstawowego bialka mieliny (ang. myelin basic protein, MBP)
u myszy shiverer. A. Wyniki genotypowania metoda PCR dla myszy shiverer przeprowadzonego na DNA

wyekstrahowanym z biopsji ucha. Gérny produkt (308 pz) wskazuje mutacje w locus Mbp, a dolny (200 pz) stuzyt
jako wewngtrzna kontrola pozytywna dla PCR. B. Analiza wzglednego poziomu ekspresji mRNA Mbp u myszy
shiverer w porownaniu do moézgu myszy typu dzikiego (RT-qPCR przeprowadzona z trzema réznymi zestawami
starter6w). Przeanalizowano n = 2 powtdrzenia biologiczne dla myszy WT i n = 6 powtdrzen biologicznych dla

myszy shiverer.

4.3.2. Charakterystyka RBP wzbogaconych po XRNAX w mézgu shiverer
Analiza glownych sktadowych (ang. principal component analysis, PCA) danych LC-

MS/MS uzyskanych z procedury XRNAX B (wykorzystujacej proszkowanie tkanki moézgowej)
wykazala wyrazne rozdzielenie probek poddanych naswietlaniu UV (XL) od probek
kontrolnych niepoddanych temu procesowi (non-XL), zarowno dla mézgéw myszy typu
dzikiego (Ryc. 27A), jak i myszy shiverer (Ryc. 27B). W celu doktadniejszego poréwnania,
dane LC-MS/MS pochodzace z tych dwoch eksperymentéw (XRNAX B na mézgach myszy
WT oraz shiverer) przetworzono wspdlnie w oprogramowaniu MaxQuant (zgodnie ze
szczegdtowym opisem zawartym w opublikowanej pracy??). Analiza PCA tych potaczonych
1 znormalizowanych danych (Ryc. 27C) rowniez potwierdzita wyrazne rozdzielenie probek na
grupy XL i non-XL. Co wigcej, ta analiza wykazata, ze probki pochodzace z mozgdéw myszy
WT i shiverer tworzyly wspoélne klastry w zaleznosci od tego, czy zostaty poddane sieciowaniu
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UV, czy tez nie, sugerujac, ze efekt sieciowania byt dominujagcym czynnikiem réznicujgcym
probki w tej analizie.
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Rycina 27. Probki XRNAX w mézgu WT i Shi naswietlane UV i kontrolne

(nienaswietlane) grupuja si¢ oddzielnie po spektrometrii masowej. Analiza glownych
sktadowych (PCA) danych LC-MS/MS z metody XRNAX B dla prob XL i nietraktowanych UV (non-XL)

w mézgu WT (A), w mozgu shiverer (B) oraz dla obu zestawow danych po normalizacji (C).

W probkach z interfazy po XRNAX B w moézgach myszy shiverer zidentyfikowano
tacznie 633 biatka (Ryc. 28A;%?%) z czego 125 bialek bylo wzbogacone w poréwnaniu
z probkami kontrolnymi bez naswietlania UV. Zidentyfikowane biatka czg¢§ciowo pokrywaty
si¢ z tymi, ktore wykryto w mozgu myszy typu dzikiego (Ryc. 28B). Podobnie jak
w eksperymentach XRNAX przeprowadzonych na mézgu WT, XRNAX na tkankach
moézgowych myszy Shi byt specyficzny wzgledem odzyskiwania biatek RBP (Ryc. 28 C-D).
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Rycina 28. Bialka wiazace RNA w mozgu z deficytem mieliny ujawnione za pomoca

XRNAX. A. Wykres volcano pokazujacy wzbogacenie RBP w probach UV-sieciowanych (XL) w poréwnaniu
z probkami niesieciowanymi (non-XL). Eksperymenty XRNAX B wykonano na mézgach myszy shiverer, n =3
powtorzenia biologiczne. Wypetnione koétka oznaczajg biatka wzbogacone XRNAX, log2 FC > 0,6 i p < 0,05.
Potencjalni kandydaci RBP sa oznaczeni na zielono. Otwarte kotka, biatka nieistotne statystycznie. B. Na gorze:
Diagram Venna dla wszystkich biatek zidentyfikowanych w ekstraktach XRNAX uzyskanych z probek interfazy,
metodg XRNAX B, z mozgu WT (n = 666) i Shi (n = 633). Na dole: Diagram Venna dla biatek wzbogaconych po
XRNAX B, log2 FC > 0,6 i p < 0,05 w mézgu WT (n = 109) i Shi (n = 125). C. Liczba biatek z kanonicznymi
domenami wigzacymi RNA i przewidywanymi regionami nieuporzadkowanymi w zestawie biatek wzbogaconych
metoda XRNAX B w zbiorze danych shiverer (log2 FC XL/non-XL > 0,6). D. Analiza GO funkcji molekularnych
wykonana przy uzyciu DAVID dla n = 125 biatek wzbogaconych po XRNAX dla myszy shiverer. GO term p <
0,005; tto n = 3803 bialek, input - ekstrakty z catej tkanki mozgu.



4.3.3. Poréwnanie bialek RBP zaangazowanych w formowanie cytoplazmatycznych
granul wzbogaconych po XRNAX w moézgu zdrowym z XRNAX w mozgu
shiverer

Realizujac zatozenia pracy dotyczace wykorzystania zoptymalizowanego protokotu
XRNAX do identyfikacji zmian w oddziatywaniach RNA-biatko w kontekscie patologii uktadu
nerwowego, postanowiono zwréci¢ szczeg6lng uwage na te grupy RBP, ktére wykazywaty
najbardziej znaczace rdznice w oddziatywaniu z transkryptomem pomigdzy mézgami myszy
shiverer a zwierzetami kontrolnymi. W tym celu wykonano dodatkowe analizy GO pod katem
komponentow komodrkowych (Ryc. 29) i procesow biologicznych (Ryc. 30) dla biatek istotnie
wzbogaconych po XRNAX w mozgach Shi wzgledem niesieciowanych prob kontrolnych
(n =125).

Analiza GO pod katem sktadnikow komorkowych wykazata, ze kategoria funkcjonalna
zwigzana z tworzeniem cytoplazmatycznych granul stresu (ang. cytoplasmic stress granules)
reprezentowata termin istotnie statystycznie wzbogacony w puli bialek zidentyfikowanych
w ekstraktach XRNAX z mozgow myszy shiverer (Ryc. 29A). Poréwnanie wynikow XRNAX
uzyskanych z mozgéow myszy shiverer i WT ujawnilo, ze wigkszos¢ RBP zwigzanych
z granulami stresu, takich jak DDX1, CAPRIN1, PABPCI1 oraz PCBP1, wykazywala silniejsze
wzbogacenie (wyzsze wartosci log2 FC XL/non-XL) w moézgach shiverer niz w moézgach WT
(Ryc. 29B). Co istotne, catkowity poziom tych biatek w ekstraktach komérkowych (input) nie
roznit si¢ znaczaco pomiedzy mozgami shiverer a WT (Ryc. 29B, input i 29C). Wyniki te
sugeruja, ze protokot XRNAX umozliwia detekcje jakosciowych zmian w profilu wigzania
RNA przez RBP, ktore niekoniecznie korelujg ze zmianami w catkowitym poziomie ekspresji

tych biatek.
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Rycina 29. Wzbogacenie bialek zaangazowanych w formowanie cytoplazmatycznych

granul u myszy shiverer po XRNAX. A. Analiza GO pod katem sktadnikéw komoérkowych wykonana
przy uzyciu DAVID dla n = 125 biatek wzbogaconych po XRNAX dla myszy shiverer. GO term p < 0,005; tto
n = 3803 biafek, input - ekstrakty z catej tkanki mézgu. B. Mapa cieplna (ang. heat map) dla reprezentacji RBP
zaangazowanych w formowanie granulek stresu i granulek rybonukleoproteinowych (ang. ribonucleoprotein
granule). Pierwsza kolumna przedstawia poréwnanie pomiaréw LC-MS/MS z probek catego mozgu (input) myszy
shiverer (Shi) i typu dzikiego (WT). Druga i trzecia kolumna przedstawiaja warto$ci log2 FC dla biatka pomigdzy
XRNAX (XL) i kontrolg (non-XL) kolejno w mozgu WT i Shi (oba przetworzone metodg B). Dla kazdej kolumny
przeanalizowano n = 3 powtdrzenia biologiczne. Gwiazdka wskazuje na istotnie wzbogacone biatka w zestawach
danych XRNAX metodg LC-MS/MS (log2 FC > 0,6, p < 0,05). C. Analiza Western blot biatek PCBP1, TDP-43
i TIAL1 uzyskanych z ekstraktéw biatkowych catego mozgu (input) WT i shiverer.

W celu potwierdzenia obserwacji dotyczacych zmienionego wzoru interakcji biatka PCBP1
(ang. poly(rC)-binding protein 1) z RNA w mozgach myszy shiverer wzgledem WT,
przeprowadzono analizy walidacyjne. Analiza immunofluorescencyjna potwierdzita, ze

PCBP1 tworzy liczne wewnatrzkomérkowe ogniska (inkluzje), szczegodlnie widoczne
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w komorkach mszystych hipokampa. Formowanie si¢ tych inkluzji ktore kolokalizowaty
z RNA, obserwowane byto juz na wczesnym etapie rozwoju zwierzecia (w stadium P12) przed
pelng manifestacja objawow neurologicznych. Ilos¢ inkluzji PCBP1 byta wigksza u zwierzat
dorostych, ktore wykazujg postepujace symptomy neurologiczne, w tym drzenie i napady
padaczkowe. Wskazuje to na potencjalng patologiczng agregacj¢ PCBP1 w hipokampie, ktora
moze zaburza¢ funkcje tego biatka i by¢ powigzana z fenotypem myszy shiverer. Bardziej
szczegbtowe dane na temat roli i zachowania PCBP1 w mozgu myszy shiverer zostaty
dostarczone przez dr Weronike Wendlandt-Stanek z Zaktadu Niekodujagcych RNA Instytutu
Chemii Bioorganicznej PAN, a wyniki dla tych badan, zostaly zaprezentowane

w opublikowanej pracy Sztachera i inni%?,

4.4. Analiza alternatywnego splicingu genéw regulowanych przez MBNL1 w mé6zgu
z deficytem mieliny

Analiza GO pod katem proceséw biologicznych dla biatek zidentyfikowanych metoda
XRNAX B w moézgu myszy shiverer ujawnita obecnos$¢ licznych RBP zaangazowanych
w proces alternatywnego splicingu (Ryc. 30A). Zaobserwowano, ze niektdre z tych biatek, takie
jak hnRNPA1, KHDRBSI (znane rowniez jako SAM68), PTBP1 czy RBFOX2, wykazywaty
wyzszy stopien wzbogacenia (wyrazony jako stosunek sygnatu w probkach poddanych
sieciowaniu UV [XL] do sygnatu w probkach kontrolnych niepoddanych sieciowaniu [non-
XL]) w mozgu myszy shiverer w porownaniu do mézgu myszy WT. Z kolei inne biatka, na
przyktad hnRNPL, charakteryzowaty si¢ odwrotnym trendem, wykazujac wigksza efektywnos¢
izolacji w ramach protokotu XRNAX w mozgu myszy WT (Ryc. 30B).
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Rycina 30. Wzbogacenie bialek regulujacych alternatywny splicing u myszy shiverer po

XRNAX. A. Analiza GO dla biatek wzbogaconych po XRNAX (n = 125) zmdzgu Shi pod katem zaangazowania
w procesy biologiczne wykonana przy uzyciu DAVID. GO term p < 0,005; tto n = 3803 biatek, input - ekstrakty
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z catej tkanki moézgu. B. Mapa cieplna dla reprezentacji RBP regulujacych alternatywny splicing RNA. Pierwsza
kolumna przedstawia poroéwnanie pomiarow LC-MS/MS z probek catego mozgu (input) myszy shiverer i WT.
Druga i trzecia kolumna przedstawiaja wartosci log2 FC dla biatka pomigdzy XRNAX (XL) i kontrolg (non-XL)
kolejno w mézgu WT i Shi (oba przetworzone metodg B). Dla kazdej kolumny przeanalizowano n = 3 powtdrzenia
biologiczne. Gwiazdka wskazuje na istotnie wzbogacone biatka w zestawach danych XRNAX metoda LC-MS/MS
(log2 FC > 0,6, p < 0,05).

Aby zbada¢, czy biatka zaangazowane w alternatywny splicing odgrywaja zr6znicowang
role w generowaniu izoform mRNA w mozgach myszy shiverer w poréwnaniu do mozgow
typu dzikiego, do dalszych badan walidacyjnych wytypowano biatko MBNLI (ang.
Muscleblind-like protein). Kluczowym, cho¢ nie jedynym, czynnikiem decydujacym
o wyborze MBNLI1 byt jego potencjalnie odmienny profil interakcji z RNA: silne wzbogacenie
w ekstraktach XRNAX B z mozgow myszy shiverer, przy jednoczesnym braku detekcji tego
biatka w analogicznych ekstraktach zmozgoéw WT. Ta obserwacja sugerowala, ze w warunkach
defektu mielinizacji MBNL1 moze by¢ odmiennie rekrutowane do kompleksow RNA-biatko,
a jego dostepnos¢ do wigzania RNA moze ulega¢ zmianie, co potencjalnie wplywa na regulacje
alternatywnego splicingu jego genow docelowych. Ponadto biatko MBNLI1 jest dobrze zbadane
w kontekscie dystrofii miotonicznej?®2. M.in. wykazano, ze sekwestracja MBNL1 przez RNA
zawierajace toksyczne ekspansje trojnukleotydow prowadzi do zaburzen splicingu wielu
genow. Podobne dysfunkcje aktywnosci MBNLI1 odnotowano réwniez w odniesieniu do
nowotworow?>>2*  Co istotne dla niniejszych badan, MBNLI1 jest opisany jako regulator
rozwoju i funkcji komoérek nerwowych, w tym oligodendrocytéw — komorek odpowiedzialnych
za produkcje mieliny, ktérych dysfunkcja lezy u podstaw fenotypu myszy shiverer?>2%7,
MBNL1 wystepuje zarowno w jadrze komorkowym, jak i1 cytoplazmie, gdzie pelni
zréznicowane funkcje. Wykazano, m.in., Ze jest zaangazowane w alternatywny splicing pre-
MRNAZ®, regulacje poliadenylacji?®®, a takze lokalizacje i translacjc mRNA?*, Ta ostatnia
funkcja jest szczegolnie interesujgca, biorgc pod uwage potrzebg precyzyjnego transportu
1 translacji mRNA kodujacych biatka mieliny w wypustkach oligodendrocytéw. W kulturach
neurondw wykazano ponadto, ze cytoplazmatyczny MBNL1 wptywa na morfogenezg i wzrost
wypustek nerwowych?', Zaburzenia w funkcjonowaniu MBNL1, np. poprzez jego
nieprawidlowg lokalizacje lub zmieniong aktywno$¢ wigzania RNA, moga wiec prowadzi¢ do
szerokiego spektrum defektow na poziomie molekularnym i komoérkowym, potencjalnie
przyczyniajac si¢ do obserwowanych zaburzen mielinizacji.

W niniejszej pracy MBNLI1 zostato zidentyfikowane jako biatko o zmienionym profilu

oddziatywan z RNA w modzgach myszy shiverer w porownaniu do mozgéw WT. Hipoteza
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badawcza bylo, ze wykryta zmiana moze wplywac¢ na procesy alternatywnego splicingu
regulowane przez to biatko (Ryc. 30B). Na podstawie opublikowanych danych HITS-CLIPZ®
dla MBNL1 oraz innych prac walidujgcych eksperymentalnie geny i konkretne eksony
regulowane przez MBNL1 w procesie alternatywnego splicingu w tkankach nerwowych?42-24,
wybrano i1 zbadano kilka transkryptow ulegajacych alternatywnemu splicingowi w moézgu,
ktore sg znanymi celami MBNL1. W tej analizie odnotowano okoto 30% spadek w pomijaniu
eksonu 18 w Picalm, wzrost wilgczania (inkluzji) eksonu 14 w Add3 oraz nieznacznie
zwickszone wigczenie eksonu 9 w Mbnl2 i eksonu 15 w Sorbsl w moézgu Shi w poréwnaniu
z mozgiem WT (Ryc. 31). Nie znaleziono istotnych r6znic w pomijaniu badz inkluzji eksonu 6
w Mbnl2, a takze w innym analizowanym genie, Kifl3a. Ta analiza wykazata, ze niektore geny
docelowe MBNL1 wykazuja zroznicowane wzorce tworzenia izoform mRNA w mozgu Shi
wzgledem WT. Te zréznicowane wzorce splicingu w mozgu shiverer, w polaczeniu ze
zmieniong interakcja MBNL1 z RNA, moga wskazywa¢ na zaburzenie normalnej funkcji
regulacyjnej tego biatka w kontekscie demielinizacji. Moze to prowadzi¢ do nieprawidtowej
ekspresji izoform gendow kluczowych dla homeostazy neuronalnej lub glejowej, przyczyniajac

si¢ do fenotypu obserwowanego u myszy shiverer.
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Opis Ryciny 31 znajduje si¢ na stronie 104.
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Rycina 31. Analiza eksonéw regulowanych przez MBNL1 w mézgach WT i Shi.
Reprezentatywne 3% zele agarozowe z produktami RT-PCR. RT-PCR prowadzono przy uzyciu zestawow
starteréw zaprojektowanych dla konkretnych izoform mRNA. Wykresy pokazujg obliczenia zdarzen pomijania
lub wlaczania eksondow, kalkulowanych jako $rednie wartosci procentowe spliced-in (PSI) = SD (n = 3-5).
Istotnos¢ statystyczng obliczono przy uzyciu dwukierunkowej analizy wariancji (ANOVA): *p < 0,05, **p < 0,01,

xxxp < 0,001, =**xp < 0,0001; ns, nieistotne; e-ekson.

4.5. Analiza izofrom mRNA i circRNA generowanych z genow Mbnl1 i Mbnl2 oraz ich
wplyw na subkomorkowa lokalizacje biatka MBNL1

Po zaobserwowaniu zmian w profilu oddzialywan biatka MBNL1 z RNA w mdzgach
myszy shiverer wzgledem mozgu WT (Ryc. 30B) oraz jego potencjalnego wpltywu na
alternatywny splicing (Ryc. 31), naturalnym krokiem bylo poszerzenie analiz o inne aspekty
regulacji zwigzane z tym kluczowym czynnikiem. Biorgc pod uwage rosnace zainteresowanie
rola kolistych RNA w funkcjonowaniu uktadu nerwowego oraz realizujac cele niniejszej pracy
dotyczace badania funkcji tych czgsteczek w mdzgu, postanowiono zbada¢, czy gen Mbnll -
oprocz kodowania biatka regulatorowego - jest rowniez zrédlem transkryptow kolistych i czy
ich ekspresja moze by¢ zaburzona w kontekscie defektu mielinizacji. Hipoteza zaktadata, ze
skoro biatko MBNL1 wykazuje zmienione oddziatywania z RNA w modelu shiverer, to
rowniez transkrypty circRNA pochodzace z jego wlasnego genu moga podlega¢ zmienione;j
regulacji lub petni¢ specyficzne funkcje w tym patologicznym stanie.

Weczedniejsze doniesienia naukowe wykazaty, ze biatko MBNLI moze promowac
pominigcie eksonu 5 z jego wiasnych dojrzatych transkryptow?*. Ponadto pokazano, ze loci
Mbnl1 i Mbnl2 u ssakoéw oraz ich homolog mbl u muszek owocowych wytwarzajg transkrypty
koliste (circRNA) ztozone z eksonow, ktore sa wzbogacone i silnie wyrazane w mozgu 0raz
konserwowane ewolucyjniel®®4 W oparciu o te dwa ustalenia, zaprojektowano serig
eksperymentow majacych na celu zbadanie mRNA oraz circRNA Mbnll i Mbnl2
pochodzacych z genéw Mbnl1 i Mbnl2 (Ryc. 32). W oparciu o baze danych circBase?*® ustalono
powstawanie dwoch roznych izoform circRNA z genu Mbnl1 i jednego circRNA z genu Mbnl2.
Co ciekawe, dtuzszy circRNA Mbnl1(3,4,5,6) posiada w swojej strukturze eksony 5 i 6
zawierajace sygnal lokalizacji jadrowej (ang. nuclear localization sequence, NLS).
Postanowiono sprawdzi¢, czy ekspresja kolistych RNA pochodzacych z genow Mbnl1 i Mbnl2
ulega zmianie pomiedzy mozgiem typu dzikiego a mozgiem z defektem mielinizacji oraz czy

zmiana ta jest zwigzana z lokalizacjag MBNLI1.
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Rycina 32. Schemat prezentujacy strukture genéw Mbnll i Mbnl2. Strzatki wskazuja lokalizacje
starteréw uzytych do pomiaréw izoform mRNA i circRNA w reakcjach RT-qgPCR. mRNA Mbnl1 wykrywano za

pomocg dwoch roznych zestawow starterow, a analizy tych produktow oznaczono jako Mbnl1(1,2) i Mbnl1(7,8).

Po pierwsze, ustalono, ze w mozgu Shi istnieje tendencja do wyzszego wiaczania eksonow
51 6 w powstajagce MRNA Mbnll, tj. izoformy splicingowej, ktora zawiera sygnat lokalizacji
jadrowej dla biatka MBNLI (Ryc. 32, Ryc. 33A). Po drugie, odkryto, ze dwa z trzech circRNA
wygenerowanych z loci Mbnl, mianowicie circMbnl1(3,4,5,6) i circMbnl2(2), byty wyraznie
deregulowane w moézgach Shi w poréwnaniu z mézgami WT, podczas gdy ogoélna obfitos¢
MRNA Mbnl1 i Mbnl2 nie ulegata zmianie (Ryc. 33B). CircMbnl1(3,4,5,6), obejmujacy eksony
3,4, 51 6, mial nizsza ekspresj¢ w mozgu Shi, a circMbnl2(2), obejmujacy pojedynczy ekson
2, ulegat wyzszej ekspresji W mozgu Shi wzgledem mozgu WT (Ryc. 33B).
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Rycina 33. Zmniejszenie ekspresji circMbnl1(3,4,5,6) odpowiada zwiekszonemu

wlaczaniu eksonow 5 i 6 zawierajacych sygnal lokalizacji jadrowej do mRNA Mbnl1.
A. Analiza izoform mRNA Mbnll z i bez eksondéw 5 i 6. Przedstawiono reprezentatywny zel agarozowy
z produktami RT-PCR uzyskanymi przy uzyciu zestawu starterow specyficznych dla izoformy oraz obliczenia
zdarzen wykluczenia lub wilaczenia eksonu 5 i 6. Dane przedstawiajg srednie wartosci PSI + SD (n = 6 powtoérzen
biologicznych). Istotnos¢ statystyczng obliczono przy uzyciu dwukierunkowej analizy wariancji ANOVA: #p <
0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001, *+*xp < 0,0001; ns, nieistotne. B. Analiza RT-qPCR izoform transkryptow Mbnl1
(po lewej) oraz mRNA i circRNA Mbnl2 (po prawej). Wzgledng ilo§¢ transkryptéw znormalizowano do genu
referencyjnego Gapdh. Przeprowadzono n = 3 biologicznie niezalezne eksperymenty. *p < 0,05, *xp < 0,01, ***p

< 0,001, **=**p < 0,0001; ns, nieistotne statystycznie (dwukierunkowa analiza wariancji, ANOVA).

Wiadomo, ze koliste RNA wykazuja wzorce ekspresji specyficzne dla poszczegdlnych
regionow mozgu ssakow?2. W zwiazku z tym, zbadano, czy circMbnl1(3,4,5,6) i circMbnl2(2)
rowniez charakteryzuja sie¢ taka specyfika regionalng oraz czy ewentualne zaburzenia w
poziomach ich ekspresji w mdzgu z defektem mielinizacji sg ograniczone do okreslonych jego
obszaréw. Zgodnie z danymi z Human Protein Atlas (wersja 23.0), gen Mbnll jest wysoko
eksprymowany w réznych typach komorek mézgowych, a takze w ptucach (L) i mig$niach
szkieletowych (SM). Biorgc pod uwagg te informacje, wyekstrahowano RNA z kilku gléwnych
regiondw mozgu, a takze z phuc i migéni szkieletowych myszy WT oraz shiverer, a nastgpnie
przeanalizowano poziomy ekspresji circMbnl1(3,4,5,6) i circMbnl2(2) za pomoca RT-gPCR.
Stwierdzono, ze circMbnl1(3,4,5,6) wykazywal nizszy poziom ekspresji we wszystkich
badanych obszarach mézgu myszy shiverer w poréwnaniu do mézgow WT, z wyjatkiem kory
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moézgowej, 1 nie wykazywal réznic w poziomie ekspresji pomiedzy tymi genotypami
w migsniach szkieletowych czy ptucach (Ryc. 34A). Z kolei circMbnl2(2) charakteryzowat si¢
wyzszym poziomem ekspresji we wszystkich analizowanych obszarach mézgu myszy shiverer
w poréwnaniu do mozgow WT, a takze w mig$niach szkieletowych, lecz nie w ptucach (Ryc.
34B). Lokalizacje obu circRNA w moézgu zbadano dodatkowo metoda hybrydyzacji RNA in
situ, wykorzystujac sondy specyficzne dla charakterystycznego dla tych czasteczek potaczenia

back-splice, co zostato zaprezentowane w opublikowanej pracy??®.
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Rycina 34. Analiza ekspresji circMbnl1(3,4,5,6) oraz circMbnl2(2) w wybranych czeSciach

moézgu i innych tkankach WT i Shi. A. Analiza RT-gPCR circMbnl1(3,4,5,6) w izolowanych obszarach
moézgu (COX, kora mézgowa; CB, mozdzek; ST, prazkowie; HT, podwzgorze; OB, opuszka wechowa), mig$niach
szkieletowych (SM, migsien brzuchaty tydki) i tkankach ptuc (L). Wzgledny poziom ekspresji circMbnl1(3,4,5,6)
w mozgach WT i Shi zostal znormalizowany do genow HK (Gapdh i Actb). Przeprowadzono n = 4 biologicznie
niezalezne eksperymenty. *p < 0,05, *xp < 0,01, ***p < 0,001, =*=**p < 0,0001; ns, nieistotne statystycznie
(dwukierunkowa ANOVA). B. Analiza RT-gPCR dla circMbnl2(2) w izolowanych obszarach m6zgu (COX, CB,
ST, HT, OB) oraz tkankach SM i L. Wzgledna ekspresje¢ obliczono w sposob opisany w A.

Powyzsze wyniki niosg ze sobg dwie gldéwne implikacje. Po pierwsze, poniewaz wigczenie
eksonu 5 do transkryptu mRNA Mbnll zostalo wczesniej powigzane z jadrowa lokalizacja
biatka MBNL1?*', nalezalo wiec oczekiwaé jego wyzszej obfitosci w kompartmencie
jadrowym w mozgach myszy shiverer. Po drugie, zmniejszona ekspresja circRNA
circMbnl1(3,4,5,6) mogtaby promowa¢ wydajniejsze wilaczanie eksonu 5 do transkryptu
MRNA Mbnll. W celu weryfikacji tych hipotez, zbadano jadrowe i cytoplazmatyczne poziomy
biatka MBNL1 w kilku obszarach mézgu, koncentrujac si¢ na tych, w ktérych zaobserwowano
znaczacg redukcje ekspresji circMbnl1(3,4,5,6) (Ryc. 35A). Kwantyfikacja sygnatu biatka
MBNLI1 wykazata, ze obnizone poziomy circMbnl1(3,4,5,6) korelowaly ze zwigkszong
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akumulacja MBNL1 w jadrach komorkowych prazkowia (ST), podwzgorza (HT) i opuszki
wechowej (OB) mozgdéw myszy shiverer (Ryc. 35A-C). Uzyskane wyniki silnie sugeruja, ze
locus Mbnll moze wykorzystywa¢ produkcje circRNA jako mechanizm modulacji jadrowe;j
lokalizacji biatka MBNL1. Mechanizm ten wydaje si¢ by¢ aktywny w mozgach myszy shiverer,
gdzie obnizona ekspresja circMbnl1(3,4,5,6) koreluje z wyzszym poziomem inkluzji eksonow
516 do transkryptu mRNA Mbnl1 oraz ze wzmocnionym sygnatem jadrowym biatka MBNLI.

Podsumowujac, wykazano, ze ekspresja i przetwarzanie transkryptow z loci Mbnl1 i MbnlI2
sg odmiennie regulowane w mézgach z defektem mielinizacji w porownaniu do mozgow typu
dzikiego. Ponadto, dane wskazujg, ze subkomoérkowa lokalizacja i akumulacja biatka MBNL1

W jadrze komorkowym moga by¢ sprzezone z produkcja circRNA z locus Mbnl1.
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Rycina 35. Porownanie sygnalu MBNL1 w jadrze komoérkowym i cytoplazmie

w komorkach mozgu myszy szczepu dzikiego i shiverer. A. Obrazy reprezentatywne sygnatu
MBNLI1 IF w strzatkowych przekrojach mézgu WT i shiverer w obrebie obszaru korowego, COX

(somatosensorycznego, S1), mozdzku, CB (jadro glgbokie mézdzku), prazkowia, ST (caudoputamen) i opuszki
wechowej, OB (jadro wechowe przednie). Skala: 20 pm. B. Przyktady analizy ilo§ciowego oznaczania sygnatu
MBNLI1 IF z obrazéw immunofluorescencji w jadrach i cytoplazmie réznych obszaréw mozgu przy uzyciu
narzedzia Intensity Ratio Nuclei Cytoplasm Tool (Metody). C. Kwantyfikacja stosunku intensywno$ci sygnatu
immunofluorescencyjnego MBNL1 w jadrach (niebieski) i cytoplazmie (szary) réznych obszarow mozgu: kory
moézgowej (S1), moézdzku (DCN, jadro glebokie mézdzku), prazkowia (CP), podwzgoérza (LHA, boczny obszar
podwzgorza) i opuszce wechowej (AON, przednie jadro wechowe). Sygnal immunofluorescencyjny liczono z n =
2 powtdrzen biologicznych (moézgi réznych myszy) dla WT i Shi oraz z n = 8 (WT) i n = 8 (Shi) przekrojow
mozgu. *p < 0,05, **p < 0,01, x**p < 0,001, ****p < 0,0001; ns, nieistotne statystycznie (dwukierunkowa analiza

wariancji).

W szerszej perspektywie, wykazano, ze protokdt XRNAX moze by¢ uzyteczny
w badaniach r6znic jako$ciowych w interakcjach RNA-biatko pomigdzy tkanka zdrowa
a tkanka dotknieta choroba. Zostal on z powodzeniem zastosowany do walidacji zmian
jakosciowych w moézgu myszy shiverer w odniesieniu do zdrowego, co podkresla jego
potencjat jako punkt wyjscia do dalszych walidacji zmian w kontek$cie patogenezy chorob
demielinizacyjnych, ale rowniez innych schorzen, otwierajac mozliwosci identyfikacji nowych

celow terapeutycznych.

4.6. Analiza poréwnawcza protokolu XRNAX z innymi metodami do
charakteryzowania oddzialywan RNA-bialko w tkance mozgowej myszy

W celu pehiejszego zrozumienia specyficznosci i warto§ci wynikéw otrzymanych
z zastosowaniem protokotu XRNAX, istotne byto poréwnanie ich z wynikami uzyskanymi przy
zastosowaniu innych, niedawno opracowanych metod, ktore wykorzystano do identyfikacji
oddzialywan RBP-RNA w tkankach. Protok6t XRNAX, opisany pierwotnie przez Trendela
i wsp.? i dalej zoptymalizowany do uzycia w tkance moézgowej i opisany
W niniejszej pracy (Sztachera i wsp.??8) opiera sie na sieciowaniu UV interakcji RNA-biatko
w sproszkowanej kiogenicznie tkance mozgu, a nastgpnie izolacji kompleksow RNA-biatko
zawierajacych wszystkie biotypy RNA, z interfazy po organicznej separacji faz. Usieciowane
kompleksy RNA-biatko s3 nastgpnie nadtrawiane trypsyna, oczyszczane na kolumnach
krzemionkowych, a wzbogacone w ten sposob peptydy usieciowane z RNA sa identyfikowane

228

w spektrometrii mas??. Metoda pCLAP, wykorzystana przez Mullari i wsp.?* do poréwnania

interaktomo6w RBP-mMRNA w zdrowym moézgu myszy oraz w modelu HD, dziata poprzez

110



sieciowanie UV interakcji RNA-biatko rowniez w homogenatach tkankowych. Kluczowym
etapem tej metody jest wstepne trawienie bialek w homogenacie tkankowym do peptydow,
a nastepnie izolacja tych peptydow, ktore sg kowalencyjnie zwigzane z poliadenylowanym
RNA, przy uzyciu kulek oligo(dT) i ich identyfikacja za pomoca spektrometrii mas?®t. Metoda
eRIC, zastosowana do badania interakcji RNA-biatko w tkankach i opisana przez Perez-Perri
i wsp.l!, podobnie jak pCLAP, bazuje na sieciowaniu UV i przechwytywaniu komplekséw
MRNA-biatko na kulkach oligo(dT), przy czym promieniowaniu UV nie jest poddawany
homogenat, a cienkie skrawki organdw (grubos¢ 30 um), ktore dopiero po tym etapie sg taczone
w odpowiednie probki za pomoca buforu do lizy. Dodatkowo, po przechwytywaniu
kompleksow mRNA-biatko, pozostaty lizat zubozony o te kompleksy wykorzystano do
identyfikacji interakcji niepoliadenylowanych RNA z biatkamill. Wszystkie trzy wspomniane
podejscia zostaly z powodzeniem zastosowane do badania interakcji RNA-biatko w tkance
mozgowej myszy.

Porownanie wynikow powyzszych prac pozwala na obserwacje, ze chociaz XRNAX
umozliwit specyficzng i powtarzalng identyfikacje znanych, kanonicznych RBP, to metoda ta
wzbogacata mniejszg liczb¢ RBP w poréwnaniu do probek kontrolnych tj. nienaswietlanych
UV. Metoda XRNAX pozwolita na identyfikacje mniejszej liczby RBP niz dwie wspomniane
wczesniej metody - eRICH! i pCLAP?! — ktore wzbogacity wieksza liczbe biatek (Ryc. 36,
Tabela 9). Ponadto, zaobserwowano stosunkowo niewielkie pokrycie zbior6w RBP
zidentyfikowanych przy uzyciu tych trzech metod (XRNAX, pCLAP i eRIC) (Ryc. 36), co
sugeruje, ze kazda z nich charakteryzuje si¢ specyficznymi obcigzeniami metodycznymi.
Najprawdopodobniej jest to zwigzane z réznicami technicznymi pomigdzy tymi metodami
(Tabela 9), w tym przygotowaniem tkanki przed sieciowaniem UV.

Nalezy jednak podkresli¢, ze w porownaniu do pCLAP i eRIC, XRNAX jawi si¢ jako
metoda stosunkowo tatwa do wykonania. Kluczowym atutem jest tutaj etap przygotowania
probki: tkanka jest przygotowywana w prosty i szybki sposob poprzez jej proszkowanie
w ciektym azocie. Udowodniono réwniez, ze zastosowane w tej pracy proszkowanie tkanek
przed etapem sieciowania UV zapewnia zachowanie integralnych interakcji RNA-biatko in
Vivo i uzyskanie powtarzalnych wynikow w kolejnych etapach eksperymentu. Biopulweryzacje
mozna potencjalnie wykorzysta¢ do badania interakcji RNA-biatko w dowolnym typie tkanki,
co czyni protokét XRNAX atrakcyjnym narzedziem, szczegolnie w kontekScie badan zmian
jakosciowych w interakcjach RNA-biatko, lub tam, gdzie kluczowa jest minimalizacja
manipulacji probka przed sieciowaniem. Dodatkowo, istotng zaleta protokotu XRNAX jest
jego zdolnos¢ do przechwytywania komplekséw RNA-biatko zawierajacych wszystkie biotypy
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RNA. Metoda pCLAP, ze wzgledu na specyfike procedury, koncentruje si¢ na analizie

oddziatywan z mRNA. Cho¢ metoda eRIC réwniez umozliwia analiz¢ interakcji z roznymi

typami RNA, to osiggni¢cie tego celu wymaga zastosowania dwoch metod, co niewatpliwie

podnosi poziom skomplikowania protokolu w porownaniu do XRNAX.

Tabela 9. Podsumowanie i poréwnanie metod XRNAX, eRIC i pCLAP do badania

proteomu zwigzanego z RNA w tkankach ssakow.

XRNAX

eRIC

pCLAP

Materiat biologiczny

Mobzg (mysz)

Mobzg, ptuco, watroba (mysz)

Mobzg (mysz)

Rodzaj/ stan tkanki

Zamrozone tkanki

Zamrozone tkanki

Swieze tkanki

Przygotowanie prob

przed naswietlaniem
uv

Biopulweryzacja
(proszkowanie)

Kriosekcjonowanie

Homogenizator
Tenbroeck (i filtr
nylonowy 50 pm) w
buforze HBSS

[lo$¢ materiatu
wyjsciowego na
probke

1-2 mozgi

Kriosekcje z ~80% mozgu
myszy; eluaty z dwoch
mozgow zostaty
polaczone

%2 mozgu

Metoda sieciowania

UV (A=254nm)

UV (A=254nm)

UV (A=254nm)

proszku tkankowego kriosekcji tkankowych (o homogenatu
(zamrozonego) grubo$ci 30 um) tkankowego
Dawka UV 400 mJ/cm? (3x) 1 J/em? 0.175 J/em? (2x)
Liza tkanki Trizol Bufor do lizy Bufor do lizy
(20mM Tris-HCI pH 7.5, 500mM (6 M GndHCl, 100 mM Tris
LiCl, 1mM EDTA, pH 8.0, 1 mM EDTA, 5 mM
5mM DTT, 0.5% (w/v) LiDS TCEP, 10 mM
z dodatkiem inhibitorow proteaz i chloroacetamid)
RNaz)
Czas lizy po UV po UV przed UV
W?zbogacanie Poprzez separacje fazy e  wychwytywanie Poprzez
komplekséw RNA- organicznej, MRNA na kulkach wychwytywanie
biatko oczyszczanie, czgSciowe oligo(dT) mRNA na kulkach
trawienie trypsyna, e  Ekstrakcja fazy oligo(dT)
wzbogacanie na stalej na bazie
kolumnach krzemionki 2C z
krzemionkowych, frakcji
obr(')bke; RNaza i przep}ywowej
catkowite trawienie (transkrypty
frypsyng niepoliadenylowane)
Odczyt Znakowanie TMT & Znakowanie TMT & LC-MS/MS
LC-MS/MS LC-MS/MS
Analiza RBP Dla catego Dla catego transkryptomu Proteom zwigzany z
transkryptomu (niezaleznie od statusu MRNA
(niezaleznie od statusu poliadenylacji — w dwoch
poliadenylacji — w eksperymentach)
jednym eksperymencie)
Liczba wykrytych WT metoda B: 666; 1471** 362** (mozg; | Lacznie (WT, HD):
biatek/ peptydoéw Shi metoda B: 633. (mbzg; non-polyA) 575%**
polyA)
Liczba biatek Lacznie (WT B,WT H, 622** 318** Lacznie (WT, HD):
wzbogaconych Shi): 206* (logFC>0,6) (logrFC>1; (logFC>0,6; 488***
moézg; moézg; non-
polyA) polyA
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* Caltkowita liczba unikalnych biatek wzbogaconych (logFC>0,6) ze wszystkich zestawow danych XRNAX (WT
B, WT H i Shi B).

** Liczba biatek okre$lona zgodnie z danymi uzupetniajagcymi eRIC (poliA) i (nie-poliA). logFC>1. Perez-Perri i
inni, Nat Comm. 2023.

*** Liczba biatek okreslona zgodnie z danymi uzupetiajacymi pCLAP (WT i HD). LogFC nieokreslony. Mullari
i inni, Nat Comm. 2023.

(Legenda do Tabeli 9 znajduje si¢ na stronie 112).

XRNAX - biatka wzbogacone

A (n=206) B XRNAX - biatka wzbogacone
(n=206)
67
82 18 154 52 266
39
314 512
53
eRIC non-polyA

pCLAP eRIC (n=318)
(n=488) (n=622)

Rycina 36. Poréwnanie wynikow bialkowych uzyskanych metodami XRNAX, eRIC

I pPCLAP. A. Diagram Venna poréwnujacy n = 206 biatek wzbogaconych XRNAX (log2 FC>0,6) wykrytych
w mézgu myszy w kompleksach z RNA (tacznie: metoda XRNAX WT B, WT H i Shi B), z n = 622 RBP z mozgu
zidentyfikowanymi przez eRIC (log2FC>1) i n =488 RBP z mozgu zidentyfikowanymi przez pCLAP. B. Diagram
Venna poréwnujacy n = 206 biatek wzbogaconych XRNAX (log2 FC>0,6) wykrytych w mézgu myszy zn =318
RBP zwigzanymi z RNA nie-poli(A) zidentyfikowanymi przez eRIC (log2FC>0,6).

4.7. Optymalizacja nowego protokotu circRNA pull-down do wychwytywania
kolistych RNA wraz z ich interaktomem w mozgu myszy

Zaprezentowane powyze] wyniki potwierdzily, ze protokot XRNAX poprzedzony
przygotowaniem tkanki mézgowej poprzez biopulweryzacje i naswietlaniem Swiattem UV przy
dlugosci fali 254 nm pozwala na specyficzne odzyskiwanie interaktomu RNA-biatko

228 To osiagniecie, stanowiace realizacje pierwszych celow niniejszej pracy, stworzyto

Z mozgu
solidne podstawy do dalszych, bardziej ukierunkowanych badan nad specyficznymi klasami
RNA i ich interakcjami. W szczegdlno$ci, rosngca wiedza na temat potencjalnie istotnych rol
circRNA w funkcjonowaniu uktadu nerwowego, przy jednoczesnym braku kompleksowych
narzedzi do badania ich natywnych interakcji in vivo w tkankach, stanowita silng motywacje

do podjecia kolejnych wyzwan badawczych.
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Zgodnie z trzecim i czwartym celem szczegdétowym rozprawy, dazono do opracowania
1 zoptymalizowania metody umozliwiajacej izolacje¢ endogennych kompleksow circRNA-
biatko (oraz circRNA-miRNA) bezposrednio z tkanki mézgowe;j, a nastepnie do wykorzystania
tej metody do identyfikacji molekularnych partnerow wybranych circRNA. Poznanie tych
interakcji jest kluczowe dla zrozumienia mechanizmow dziatania circRNA i ich potencjalnego
udziatu w procesach fizjologicznych w mozgu. Dlatego tez ustalone i zwalidowane warunki
przetwarzania tkanki mézgowej, obejmujgce biopulweryzacje i sieciowanie UV, wykorzystano
jako wstepny, kluczowy etap nowego protokotu RNA pull-down, ukierunkowanego na badanie
oddziatywan endogennych circRNA z bialkami. W ramach dalszych prac zoptymalizowano
kolejne etapy tej procedury, w tym ustalono warunki hybrydyzacji specyficznych sond DNA
z wybranymi, docelowymi circRNA, opracowano strategi¢c wzbogacania kompleksow
circRNA-biatko na kulkach magnetycznych pokrytych streptawidyng oraz zoptymalizowano
metody elucji obu skladowych kompleksoéw (tj. circRNA 1 biatek) w celu ich pdzniejszej
analizy (Ryc. 37).

Biopulweryzacja Naswietlanie UV
tkanki mézgowej 254 nm

RT-gPCR elucja RNA

Liza tkanki mozgowej Sonikacja

j Wzbogacanie kompleksow Hybrydyzacja sond
o circRNA-biatko na kulkach z wybranym circRNA

WB, barwienie srebrem,

LC-MS/MS elucja biatek

Rycina 37. Gléwne etapy procedury circRNA pull-down. Po przetworzeniu i lizie tkanki
mozgowej, procedura circRNA pull-down obejmuje hybrydyzacje biotynylowanych sond DNA do circRNA
w lizacie tkankowym oraz wychwytywanie komplekséw circRNA-biatko na kulkach pokrytych streptawidyna.
Kolejne kroki to wielokrotne etapy ptukania (majace na celu usunigcie niespecyficznie zwigzanych czasteczek)

oraz elucja zwigzanych biatek i RNA z kulek w celu ich dalszej analizy.

114



4.7.1. Wybor circRNA i kontroli do eksperymentu
CircRNA Cdrlas wybrano jako pierwszy obiekt do optymalizacji protokotu RNA pull-

down, kierujac si¢ nast¢gpujacymi kryteriami:

- wysoka ekspresja w mozgu myszy i cztowieka®:92124,

- znane biatko oddzialujace z Cdrlas - AGO2'?°,
- brak izoformy liniowej mMRNA%92124,

- dostepny mysi model Cdrlas KO - wykorzystany jako kontrola negatywna do

eksperymentow'?,

- wzbogacenie Cdrlas w interfazie protokotu XRNAX, demonstrujgce skuteczne sieciowanie

tego transkryptu z biatkami pod wptywem promieniowania UV (Ryc. 22).

Hipoteze, ze Cdrlas, jako dlugi nieckodujacy, kolisty RNA, aktywnie wigze biatka
w tkance mozgowej, silnie wspiera jego znaczna dlugo$¢ (2927 nukleotydow). Taka
rozbudowana czasteczka nie tylko oferuje wigksza powierzchnie¢ potencjalnych interakcji, ale
rowniez, dzigki obecnosci licznych wewnetrznie komplementarnych motywow, posiada
zdolnos¢ do formowania ztozonych i roéznorodnych struktur drugorzgdowych, takich jak
struktury petli czy spinki do wlosow (Ryc. 38). Istotne jest, ze wlasnie takie dwuniciowe lub
czg¢sciowo dwuniciowe regiony RNA sg preferencyjnie rozpoznawane i wigzane przez RBP,
w tym te posiadajagce domeny rozpoznajagce dwuniciowe RNA (dsRNA)?8, Zatem,
przewidywana struktura drugorzedowa Cdrlas czyni go kandydatem do pelnienia roli
platformy molekularnej, ktory mogtby modulowaé aktywno$¢ lub lokalizacje partnerow

biatkowych w komorkach nerwowych.
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circRNA Cdrlas

Rycina 38. Przewidywana struktura 2D circRNA Cdrlas. Utworzono za pomoca programu
RNAfold.

Kolejne cztery circRNA, tj.. circHipk3(2), circStau2(2,3,4,5), circDtnb(5,6,7,8)
i circGigyf2(4,5,6,7,8), wyselekcjonowano wedtug ponizszych kryteriow:

- silne wzbogacenie w synapsach®>* i neuronach pierwotnych (nieopublikowane dane

sekwencjonowania RNA),

- ekspresja circRNA circHipk3(2), circDtnb(5,6,7,8), circGigyf2(4,5,6,7,8) w mozgu jest

wyzsza od ekspresji mRNA transkrybowanego z tego samego genu,

- obserwowane czesciowe zmniejszenie ilosci circHipk3(2) i circStau2(2,3,4,5) w fazie wodnej
po przeprowadzeniu protokotu XRNAX, co wskazuje na potencjat tych circRNA do wigzania
biatek i przejscie tych kompleksow do interfazy (Ryc. 22B-C),

- pokrycie eksondéw tworzacych circHIPK3 wieloma miejscami wigzania RBP'¥,

Przewidywane struktury drugorzedowe czasteczek circRNA wybranych do
eksperymentow circRNA pull-down, ktdre potencjalnie moga by¢ rozpoznawane i wigzane

przez RBP?* zaprezentowano na Rycinie 39.
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circHipk3(2)

circStau2(2,3,4,5)

Base-pair
probabilities probabilities

-—

circDtnb(5,6,7,8) circGigyf2(4,5,6,7,8)

Base-pair
probabilities

—— -

Base-pair
probabilities

) 1
=== =

Rycina 39. Przewidywane struktury 2D kandydatow circRNA do RNA pull-down.

Utworzono za pomocg programu RNAfold.

W celu kontroli sygnatu niespecyficznego po CircRNA pull-down, do eksperymentow
wilaczono kontrole negatywne. W eksperymentach Cdrlas pull-down jako kontrole negatywna
uzyto tkanki myszy z deplecja genomowg Cdrlas (Cdrlas knockout). Z kolei przy walidacji
wzbogacania pozostatych kandydatow circRNA wykonywano dodatkowo eksperyment RNA
pull-down z uzyciem sondy zaprojektowanej na wigzanie MRNA gfp tj. czasteczki RNA
niewystepujacej endogennie w mozgu myszy.
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4.7.2. Optymalizacja kluczowych etapéw eksperymentu circRNA pull-down

Procedura przetwarzania tkanki mézgowej (homogenizacja, sieciowanie UV) na potrzeby
badania interakcji RNA-biatko zostata zoptymalizowana wcze$niej??® i nastepnie zastosowano
ja w niezmienionych warunkach jako etap przygotowawczy do procedury circRNA pull-down.
Kilka gtéwnych etapow protokotu RNA pull-down zostato zaczerpnigtych z juz istniejgcych
protokotow, w tym RAP-MS¥818 PR | ChIRP2%  Etapy te nalezalo nastepnie
dostosowa¢ do pracy z tkanka moézgowa oraz do specyfiki badania kolistych RNA.
Optymalizacji poddano kluczowe etapy eksperymentu, w tym: stezenie ASO, czas
1 temperatur¢ hybrydyzacji circRNA z sondg oraz rodzaj kulek stosowanych do wzbogacania

kompleksow circRNA-biatko.

Pierwszym celem w eksperymencie RNA pull-down byt circRNA Cdrlas. Przetestowano
wstepnie 10 krotkich, biotynylowanych ASO DNA w celu wytapania tej kolistej czasteczki
z lizatu tkanki mézgowej. Wykazano, ze 12-godzinna hybrydyzacja z ASO DNA podwoita
wzbogacenie Cdrlas wzgledem hybrydyzacji 3-godzinnej (Ryc. 40A). Podobnie, zwigkszenie
stezenia sond z 200 pmol do 300 pmol zaowocowato dwukrotnie wyzszym poziomem odzysku
circRNA (Ryc. 40B). W obu przypadkach do wychwytywania Cdrlas zwigzanego
z biotynylowanymi ASO uzyto kulek pokrytych streptawidyna, Dynabeads™ MyOne™
Streptavidin C1 (Thermo Fisher Scientific, 65002), rekomendowanych i powszechnie
stosowanych w eksperymentach RNA pull-down. Wydajnos¢ kulek C1 w skutecznym
wylapywaniu kompleksow RNA-biatko porownano z innymi kulkami dostgpnymi na rynku:
M-270, M-280 i T1 (Dynabeads™ Streptavidin Trial Kit, Thermo Fisher Scientific, 65801D),
potwierdzajac najwyzszg efektywno$¢ wychwytu circRNA przy uzyciu kulek C1 (Ryc. 40C).

Z uwagi na fakt, Ze nie dla wszystkich kolistych RNA mozna zastosowac wiele sond, gdyz
czasteczki te czgsto posiadajg liniowe odpowiedniki mRNA, sprawdzono réwniez wydajnosé
wychwytu Cdrlas za pomocg pojedynczej sondy BSJ o dilugosci 44 nukleotydow,
zaprojektowanej komplementarnie do sekwencji ztagcza typu back-splice, charakterystycznego
dla circRNA. Temperatur¢ hybrydyzacji Cdrlas z sonda zaprojektowana do wigzania
sekwencji BSJ ustalono empirycznie; uzyskano okoto 3,5 x wyzsze wzbogacenie tej czasteczki

przy zastosowaniu temperatury 56°C w poroéwnaniu do 64°C (Ryc. 40D).

Podsumowujac, wstepne optymalizacje protokotu RNA pull-down na poziomie RNA
pozwolity ustali¢ optymalne i wydajne warunki wzbogacania Cdrlas, zar6wno przy uzyciu
zestawu wielu sond ASO celujagcych w sekwencje wewnetrzna, jak 1 pojedynczej sondy

skierowanej na zlacze BSJ.
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Rycina 40. Optymalizacja warunkéw CircRNA pull-down na poziomie RNA. Analiza
poziomu Cdrlas w eluacie po eksperymencie RNA pull-down (RT-qPCR). Porownanie wydajnosci wzbogacanie
Cdrlas przy zastosowaniu: A. dwoch réznych czasow hybrydyzacji (3 h i 12 h) Cdrlas z zestawem 10x 20 nt
ASO DNA znakowanych biotyna, w stezeniu 200 pmol, B. 12-godzinnej hybrydyzacji Cdrlas z zestawem 10x 20
nt ASO DNA znakowanych biotyng, uzytych w ilosci 200 lub 300 pmol, C. czterech réznych typow kulek
pokrytych streptawidyng (M-270, M-280, T1, C1) roznigcych si¢ rozmiarem i zdolno$cig wigzania czgsteczek
biotynylowanych, D. 3-godzinnej hybrydyzacji Cdrlas z pojedyncza sondg BSJ DNA o dtugosci 44 nt znakowang
biotyna, przeprowadzonej w temperaturze 64°C lub 56°C. Wszystkie eksperymenty przeprowadzono, uzywajac
homogenatow z potowy moézgu myszy WT jako materialu wyjsciowego. Wzgledne wzbogacenie Cdrlas

obliczono jako procent materiatu wyjsciowego (% input). Stupki przedstawiaja $redniag z n = 3 powtdrzen

technicznych.
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4.7.3. Analiza wydajnosci i specyficznosci eksperymentow CcircRNA pull-down
Z homogenatow tkankowych

4.7.3.1. Na przykladzie circRNA Cdrlas
W pierwszym etapie skupiono si¢ na ocenie powtarzalno$ci zoptymalizowanego protokotu.

Powtarzalno$¢ wstepnie ustalonych warunkéw procedury RNA pull-down sprawdzono,
przeprowadzajac kilka niezaleznych eksperymentow. Procedura circRNA pull-down z uzyciem
wielu krotkich sond DNA komplementarnych do Cdrlas umozliwita wydajne (30-40%; Ryc.
41A, lewa strona) i specyficzne (Ryc. 41A, prawa strona i 41B) wzbogacenie tej docelowej
czasteczki z homogenatow tkankowych. Zwigkszenie materiatu wyjsciowego z potowy mozgu
do dwoch mézgdéw na probke zwickszyto wychwyt Cdrlas ponad pieciokrotnie (Ryc. 41B).
Ponadto uzycie pojedynczej sondy DNA komplementarnej do BSJ (zamiast zestawu wielu
krotkich sond DNA) w eksperymentach circRNA pull-down skutkowato wysokim (prawie
30%; Ryc. 41C) wzbogaceniem Cdrlas w procedurze RNA pull-down.

Podsumowujac, procedura RNA pull-down w mozgu okazala si¢ metoda wydajna,
specyficzng i powtarzalng, zapewniajac 30-40% wzbogacenie Cdrlas przy zastosowaniu obu
testowanych strategii wykorzystujacych sondy komplementarne do tej czasteczki (tj. zestawu

wielu sond wewngtrznych lub pojedynczej sondy celujacej w ztacze BSJ).
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A circRNA Cdr1as pull-down: 10x 20 nt sond krotkich
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Rycina 41. Wzbogacenie circRNA Cdrlas po zoptymalizowanej procedurze RNA pull-
down. A. Walidacja wzbogacenia circRNA Cdrlas po procedurze circRNA pull-down za pomoca qRT-PCR
w poréwnaniu do materiatu wyjsciowego (input). Do hybrydyzacji zastosowano 10 réznych sond DNA o dlugosci
20 nt. Eksperymenty wykonano w mozgu WT i Cdrlas KO. Wzgledne wzbogacenie Cdrlas obliczono jako
procent danych input (po lewej) lub jako krotno$¢ wzbogacenia Cdrlas wzgledem Gapdh (po prawej).
Przeprowadzono n = 8 niezaleznych eksperymentow RNA pull-down dla Cdrlas z potowg modzgu, jako
materiatem wyjsciowym. *p < 0,05, *xp < 0,01, ***p < 0,001, *+++p < 0,0001; ns, nieistotne (lewy wykres:

dwukierunkowa ANOVA, prawy wykres: niesparowany dwustronny t— test. B. Walidacja specyficznosci Cdrlas
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pull-down za pomocg technologii NanoString nCouner w mézgu WT vs Cdrlas KO (opis eksperymentu w sekcji
»Materiaty i metody”). Dane przedstawiono jako $rednig ilo$¢ zliczen znormalizowanych do wewnetrznych
kontroli dodatnich i ujemnych oraz genow HK (Actb, Gapdh, Hprt i Tubb5). n = 3 (1/2 mézgu, lewa strona) lub
n = 2 (2 mozgi, $rodek) biologicznie niezalezne proby z eksperymentéw Cdrlas pull-down. Wykres po prawej
stronie przedstawia porownanie liczby zliczen Cdrlas po eksperymentach pull-down wykonanych na jednej
potkuli mézgu oraz na dwoch moézgach. C. Walidacja qRT-PCR wzbogacenia Cdrlas po RNA pull-down
w poréwnaniu do inputu po procedurze RNA pull-down z zastosowaniem pojedynczej sondy 44nt DNA do BSJ
w mézgu WT i Cdrlas KO. Wzgledne wzbogacenie obliczono zgodnie z opisem w (A). Przeprowadzono n = 4
biologicznie niezalezne eksperymenty Cdrlas pull-down z potowa mozgu jako materiatem wyjsciowym. #p <
0,05, #*p < 0,01, *xxp < 0,001, **xxp < 0,0001; ns, nieistotne (lewy wykres: dwukierunkowa ANOVA, prawy

wykres: niesparowany dwustronny t - test).

4.7.3.2. Dla innych wybranych kolistych RNA
Bioragc pod uwage, ze funkcja wigkszo$ci circRNA oraz ich oddziatywania z biatkami

i miRNA pozostaja w duzej mierze nieznane, a zidentyfikowanie tych interakcji moze
dostarczy¢ cennych informacji na temat np. potencjatu tych czgsteczek do regulacji ekspresji
genow na poziomie posttranskrypcyjnym, postanowiono rozszerzy¢ eksperymenty circRNA
pull-down na inne czasteczki CircRNA swoiste dla tkanek uktadu nerwowego, dla ktorych brak
jest dotychczas szczegdlowych danych literaturowych.

Opracowany 1 zoptymalizowany protok6ét circRNA pull-down, zostal pomyslnie
zastosowany do wzbogacania circRNA Cdrlas. Sprawdzono, czy protokét RNA pull-down
z sonda komplementarng do BSJ zapewni wydajne i specyficzne wzbogacanie rowniez innych
wybranych circRNA. Dla pierwszych dwoch wyselekcjonowanych do eksperymentu circRNA,
circHipk3(2) i circDtnb(5,6,7,8) uzyskano poziom wzbogacenia odpowiednio ~20% (Ryc.
42A, lewa strona) i ~30% (Ryc. 42B, lewa strona). Uzyskano specyficzne odzyskiwanie tych
czasteczek circRNA z homogenatow tkankowych w eluatach po procedurze circRNA pull-
down tj., pozbawione odpowiadajacych im mRNA (Ryc. 42A-B). Zgodnie z oczekiwaniami,
nie wykryto transkryptow circRNA w kontrolnym eksperymencie RNA pull-down z sondami
dla gfp (Ryc. 42C).
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INPUT ELUAT
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Rycina 42. Wzbogacenie circRNA circHipk3(2) i circDtnb(5,6,7,8) po eksperymencie RNA
pull-down z sonda specyficzng dla back-splice junction. walidacja gqRT-PCR wzbogacenia w eluacie
A. circHipk3(2), B. circDtnb(5,6,7,8) i C. kontroli negatywnej gfp w poréwnaniu z danymi input po procedurze
RNA pull-down z zastosowaniem sondy BSJ DNA. Kazdy pojedynczy eksperyment przeprowadzono na potowie
mozgu myszy WT. Wysokos$¢ stupka oznacza $rednig z n = 3 powtdrzen. Po prawej stronie zaprezentowano

rozdziat produktow circRNA i ich liniowych odpowiednikéw mRNA na Zelu po qRT-PCR.
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Eksperymenty RNA pull-down dla kolejnych dwoch wyselekcjonowanych
kandydatow, tj. circStau2(2,3,4,5) oraz circGigyf2(4,5,6,7,8) rowniez umozliwity odzyskanie
obu tych czasteczek z homogenatow mozgu, odpowiednio na poziomie ~7% (Ryc. 43A, lewa
strona) i ~30% (Ryc. 43B, lewa strona). Jednakze w tych przypadkach oprocz circRNA wykryto
réwniez mRNA pochodzace z tych samych loci genomowych (Ryc. 43A-B). W eksperymencie
circStau2(2,3,4,5) pull-down, detekcja mRNA Stau2 w eluatach byta niewielka (Ryc. 43, prawa
strona), podczas gdy w procedurze dla circGigyf2(4,5,6,7,8) wychwycono zaréwno circRNA,

jak i mRNA pochodzgce z tego samego genu w niemal réwnej ilosci (Ryc. 43B, prawa strona).

A circStau2(2,3,4,5) pull-down: sonda BSJ INPUT ELUAT  N.KONTROLA
qRT‘PCR M mRNA circ mRNA circ mRNA ' circ
120
Gapdh Lnd
100_ 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00
mm  Malat1 -
5 807 circDtnb(5,6,7,8)
2 0 == mRNA Dinb P
£
- circStau2(2,3,4,5)
mm mRNA Stau2 - G
20—
0.02 0.15 0.02 0.10
0= 1
N \. N ‘\.
\°Qo¢‘°’b \°Q<'>° *‘QQ\Q “Q@& \“Q\)‘(}& &S
B circGigyf2(4,5,6,7,8) pull-down: sonda BSJ meer ERAT
qRT_PCR M  mRNA circ  mRNA circ
120 —
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! == \alat1 —
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— | —
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0.03 007 o 0 -
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Rycina 43. Wozbogacenie circRNA circStau2(2,3,4,5) i circGigyf2(4,5,6,7,8) po
eksperymencie RNA pull-down z sonda komplementarng do sekwencji BSJ. Walidacja qRT-
PCR wzbogacenia w eluacie RNA: A. circStau2(2,3,4,5) i B. circGigy2(4,5,6,7,8) po procedurze circRNA pull-
down z zastosowaniem sondy BSJ i w poréwnaniu do préb wyjsciowych (Input). Kazdy pojedynczy eksperyment
przeprowadzono na jednej potkuli moézgu myszy WT. Wysokosé stupka oznacza $rednig z n = 3 powtdrzen. Po
prawej stronie zaprezentowano rozdzial produktow circRNA i ich liniowych odpowiednikow mRNA na zelu po

gRT-PCR. N. kontrola — kontrola negatywna, uzyta do reakcji PCR (nie zawierajgca matrycy CDNA).
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Podsumowujac, opracowana metoda CircRNA pull-down moze by¢ wykorzystana do badan
endogennych kolistych RNA bezposrednio w materiale tkankowym, poniewaz zapewnia
wydajne odzyskiwanie circRNA z homogenatow tkankowych. Mimo zastosowania tylko jednej
sondy komplementarnej do BSJ, wydajnos¢ wychwytu docelowych circRNA pozostaje
wysoka. Wydajno$¢ t¢ mozna dodatkowo sprobowaé zwigkszy¢ dla poszczegdlnej
wychwytywanej czasteczki, optymalizujac temperaturg hybrydyzacji ASO z docelowym RNA,
poniewaz zalezy ona od temperatury topnienia Specyficznej dla danej sondy DNA.
Obserwowany brak specyficzno$ci w odzyskiwaniu circStau2(2,3,4,5) i circGigyf2(4,5,6,7,8)
moze wynika¢ ze skutecznego wigzania odpowiedniego transkryptu mRNA przez czg$¢ sondy,
ktora jest komplementarna czesciowo do sekwencji eksonu wystepujacego w mRNA.
Zastosowane sondy BSJ miaty dtugo$¢ 44 nukleotydow: kazda sktadata si¢ z dwoch 22-
nukleotydowych ramion, ktore wigzaty sie¢ z sekwencjami eksonow po obu stronach unikalnego
dla circRNA ztacza typu back-splice. Nie eliminuje to jednak zastosowania protokotu do badan

tych kolistych RNA. Potencjalne rozwigzania omowiono w kolejnym punkcie 4.7.4.

4.7.4. Usuwanie mRNA z lizatow do eksperymentu circRNA pull-down

Wezesdniejsze eksperymenty RNA pull-down wykonano na lizatach mo6zgu, nie usuwajac
z nich zadnych frakcji RNA przed przystgpieniem do wzbogacania czasteczek kolistych RNA.
Wicgkszos¢ czasteczek circRNA jest wysoce stabilna i odporna na dziatanie nukleaz.
Postanowiono sprawdzié, czy istnieje mozliwo$¢ usuniecia frakcji mRNA z lizatu tkanki
mozgowej przed wiasciwym eksperymentem circRNA pull down. Do tego celu uzyto RNazy
R, ktora selektywnie trawi liniowe RNA, na og6t oszczedzajac czasteczki koliste. Taki zabieg
przeprowadzono w kilku pracach w celu wzbogacenia frakcji circRNA, jednakze stosowano go
na oczyszczonym RNA?217:249.250,

Po przeprowadzeniu podstawowych optymalizacji st¢zenia RNazy R oraz sktadu soli
dodawanych do lizatu (w celu zwigkszenia wydajno$ci dziatania nukleazy), sprawdzono
skuteczno$¢ trawienia enzymatycznego. Wykazano usunigcie okoto 50-80% testowanych
MRNA i rRNA z lizatu tkanki mozgowej po trawieniu RNAza R (Ryc. 44A). Nastgpnie, po
trawieniu enzymatycznym, do protokotu wprowadzono etap selekcji na kulkach oligo(dT)
w celu dalszej deplecji mRNA. Zastosowanie obu krokow zwigkszyto skuteczno$¢ usuwania
MRNA z lizatu, a odsetek usunigtych transkryptow liniowych mie$cit si¢ w granicach 60-90%
(Ryc. 44B).

Wstepne optymalizacje usuwania mRNA z lizatow tkankowych daja obiecujace wyniki

1 stwarzaja potencjalng mozliwo$¢ zastosowania tej procedury przed wilasciwym
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eksperymentem circRNA pull-down w celu zwigkszenia specyficznosci wzbogacania
docelowego circRNA. Nalezy jednak zwr6ci¢ uwagge, ze przy zastosowaniu dodatkowego etapu
z kulkami oligo(dT) niektére czasteczki circRNA réwniez ulegaty czgsciowemu usunieciu, w
tym circGigyf2(4,5,6,7,8) (Ryc. 44B). Czasteczka ta posiada w swojej sekwencji dwanascie
trojnukleotydowych motywow 'AAA' oraz dodatkowo jeden dluzszy motyw 'AAAAA’, co
potencjalnie umozliwia jej wychwycenie na kulkach oligo(dT). Dodatkowo zaobserwowano,

ze pewne circRNA (np. Cdrlas) sa cz¢$ciowo trawione przez samg RNaze R (Ryc. 44A).
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Rycina 44. Usuwanie liniowych czasteczek RNA z lizatow tkanki mozgowej. Analiza qRT-
PCR ekspresji wybranych czasteczek rRNA, mRNA oraz circRNA w lizacie tkanki mézgowej po A. traktowaniu
RNAza R i B. traktowaniu RNaza R potaczonym z wycigganiem mRNA za pomoca ogonoéw poli(A) na kulkach
oligo(dT) wzglgdem kontroli nietraktowanej enzymem oraz bez dodatku oligo(dT). Wysoko$¢ stupka oznacza

$rednig z n = 3 powtorzen eksperymentu, a stupek bledu odchylenie standardowe.
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4.8. Analiza wychwytywania miRNA oraz RBP zwigzanych do wzbogacanego
circRNA

Po skutecznym opracowaniu i walidacji protokotu circRNA pull-down (cel szczegdtowy
numer 3), kluczowym krokiem byto sprawdzenie mozliwosci wykorzystania tej metody do
zidentyfikowania molekularnych partneréw tj. biatek i miRNA wchodzacych w interakcje
z wybranymi circRNA in vivo w tkance mozgowej (cel szczegétowy numer 4). Wiedzac, ze
circRNA moga pehié funkcje regulatorowe poprzez wiazanie miRNA!? oraz RBpP39.140.142
postawiono hipotezg, ze badane czasteczki CircRNA moga wykazywac specyficzny dla siebie
profil oddzialujacych RBP i by¢ moze rowniez miRNA. Oczekiwano, ze identyfikacja tych
interaktorow dostarczy wgladu w potencjalne mechanizmy dziatania analizowanych circRNA

11ich role w sieciach regulacji genow w mozgu.

4.8.1. Analizy wzbogacenia miRNA oraz bialek zwiazanych z circRNA Cdrlas
CircRNA Cdrlas wiaze mikroRNA miR-7 oraz biatko AGO2 w moézgu'?®, dlatego

oczekiwano wychwycenia tych czasteczek wraz z Cdrlas w eksperymencie circRNA pull-
down.

Przeprowadzono dodatkowe eksperymenty Cdrlas pull-down z materialem wyjsciowym
zwigkszonym do dwoch mozgdéw na probke i uzyskano wysoki odzysk Cdrlas, na poziomie
~70% (Ryc. 45A). Wyniki analizy TagMan oraz analizy ekspresji mikroRNA metoda
NanoString nCounter miRNA Expression Assay potwierdzity obecno$¢ miR-7b oraz miR-7a
w eluacie RNA po eksperymencie Cdrlas pull-down z uzyciem krotkich, biotynylowanych
sond DNA komplementarnych do Cdrlas RNA (Ryc. 45B-C).
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Rycina 45. Analizy miRNA zwigzanych z circRNA Cdrlas po eksperymencie RNA pull-

down. A. Walidacja wzbogacenia (GQRT-PCR) Cdrlas po procedurze circRNA pull-down z zastosowaniem 10-
ciu komplementarnych sond DNA. Walidacje wykonano dla eksperymentow przeprowadzonych w mézgu WT
i Cdrlas KO i poréwnano z materiatem wyjsciowym (Input). Wzgledne wzbogacenie Cdrlas obliczono jako
procent transkryptu Cdrlas w homogenacie mozgu uzytym do eksperymentu (Input). Przeprowadzono n = 5
niezaleznych eksperymentow Cdrlas pull-down stosujac 2 mozgi na probe, jako materiat wyjsciowy. *p < 0,05,
*xp < 0,01, **xp < 0,001, *++xp < 0,0001; ns, nieistotne, dwukierunkowa ANOVA. B. Analiza qPCR z sonda
TagMan obecno$ci miRNA w eluacie po eksperymencie Cdrlas pull-down. Wysoko$¢ stupka oznacza $rednig
zn=3 powtorzen technicznych. C. Wysokoprzepustowa walidacja miRNA w eluacie po Cdrlas pull-down metoda
Nanostring tj. hybrydyzacji z sondami swoistymi dla panelu mysich miRNA (Mouse v1.5 miRNA assay). Dane
przedstawiono jako $rednig ilo§¢ zliczen znormalizowanych wobec wewngtrznych kontroli pozytywnych
i negatywnych oraz genow typu HK (Actb, Gapdh, Hprt i Tubb5). n = 3 biologicznie niezalezne proby
z eksperymentoéw Cdrlas pull-down. Wykresy po prawej stronie poréwnuja ilo§¢ odczytow dla miR-7b i miR-7a
w eluacie po Cdrlas pull-down (PD) miedzy moézgiem Cdrlas KO i WT. #p < 0,05, »*p < 0,01, #**p < 0,001,

xxxxD < 0,0001; ns, nieistotne, niesparowany dwustronny t - test.
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Analiza eluatu biatkowego otrzymanego po eksperymencie Cdrlas pull-down potwierdzita
obecnos¢ AGO2 (Ryc. 46A), z jednoczesnym niewielkim ttem tego biatka w probie kontrolne;j
Cdrlas knockout. Obecnos¢ tta moze $wiadczy¢ o wigzaniu si¢ AGO2 do sond uzytych do
wzbogacenia Cdrlas, lub ewentualnie do kulek uzytych do wzbogacania kompleksow
circRNA-biatko. Barwienie srebrem bialek odzyskanych z eluatow Cdrlas pull-down
wykazalo, ze Cdrlas ma wigcej potencjalnych partnerow biatkowych w mozgu (Ryc. 46B).
Uzycie odpowiednich kontroli do eksperymentu circRNA pull-down w tkance, jest niezwykle
istotne i konieczne do pdzniejszego odrdznienia biatek/ peptydow specyficznie oddziatujgcych
z dang czasteczka circRNA od niespecyficznego ta, ktore moze si¢ pojawic¢ po eksperymencie

(Ryc. 46A, dot; Ryc. 46B), szczegdlnie podczas przeprowadzania go w homogenatach

tkankowych.
A Cdr1as pull-down B Cdr1as pull-down Cdrtas pull-down
Input (sondy 10x 20 nt) (sondy 10x 20 nt) (sonda BSJ)
KO WT KO WT kba M KO WT KO WT
250 =
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Rycina 46. Analiza eluatow bialek po eksperymencie Cdrlas RNA pull-down. A. Western
Blot z przeciwciatem anty-AGO2 w probkach input i w eluatach po Cdrlas pull-down w mozgu WT i Cdrlas KO.

W kazdym eksperymencie uzyto dwoch moézgdéw jako material wyjsciowy. B. Barwienie srebrem biatek
odzyskanych po Cdrlas pull-down z mézgu WT i KO przy uzyciu 10 sond (lewa strona) i sondy BSJ (prawa

strona). Strzatki wskazuja pasma biatek, ktore roznicujg probki.

Potaczenie opisanego protokolu RNA pull-down z analizag proteomiczng eluatow
biatkowych moze przyczyni¢ si¢ do identyfikacji nowych, nieznanych dotad biatek-partnerow
oddzialujacych z ncRNA. Zastosowanie takiego podejscia moze zatem pozwoli¢ na lepsze
zrozumienie funkcji stabo scharakteryzowanych ncRNA 1 przyblizy¢ ich molekularne
oddziatywania w kontekscie tkankowo-specyficznym. Dlatego po wstgpnym wykazaniu
potencjatlu Cdrlas do wigzania biatek innych niz AGO2 (Ryc. 46), postanowiono
zidentyfikowac te interaktory za pomocag analizy LC-MS/MS. Zidentyfikowano 61 biatek

wykazujacych wzbogacenie (log2 FC > 0,1) w elauatach po eksperymencie Cdrlas pull-down
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w mozgu WT wzgledem moézgu myszy Cdrlas KO. Sposrod nich, 11 wykryto wylacznie
w probkach z moézgu WT (Tabela 10, Ryc. 47A-B).

Tabela 10. Bialka wzbogacone w eluatach po eksperymentach Cdrlas pull-down.

Nazwa log2 FC -log10 Nazwa log2 FC -log10
biatka REIPzEs (PDg/NEG) (p-vglue) || Pl (PDg/NEG) (p-vglue)
MOBP 1,92 148 NDUFAF5 3,04 10,39
ATP6APL 171 1,88 PDESB 350 10,24
LCLATL 1,60 2,01 FRYL T 3,23 7,10
UBAS 156 178 ALAD 4,50 3,29
TTLLL 155 2,07 RPS26 n 5,35 6,71
PRPSAP1 152 144 COX15 3,51 4,00
FGA T 150 1,38 ATG16L1 4,76 7,59
CAPN5 T 143 155 KLHL22 5,04 7,21
RASAL 1,30 1,49 PPID N 3,81 3,93
PCYOXILL 1,28 2,28 NME3 3,29 2,12
NWD2 125 1,98 ARIH2 3,96 3,39
USP46 124 1,62
SRRM4 ; 122 1,34
PITPNCL 117 2,98
SRSF1L i 113 2,67
CELF2 ; 1,07 1,60
FGG T 1,07 155
UBE2N ; 1,04 142
NQO1 1,00 3,42
KPNAG 0,95 1,49
ELMODL1 0,84 1,64
DCLK?2 0,81 155
GBAS 0,76 1,82
RAB12 0,75 2,28
MTOR T 0,69 3,11
CHORDCL n 0,68 1,66
CPSF6 T 0,67 1,68
HNRNPR T 0,58 253
RPL5 i 0,53 1,38
MBP 0,52 1,40
COPS4 0,51 138
PTPRZL 0,50 132
MGSTL 0,42 2,19
TIMM22 0,41 2,17
CAD T 0,39 1,61
COXTA2 0,39 150
CMTM4 0,35 2,39
SPTBNL T 0,32 133
RPLO T 0,32 177
KCNA2 0,30 1,30
CYFIPL T 0,28 1,82
FKBP4 T 0,27 134
ATP2B4 0,25 1,60
CROCC 0,25 131
NDUFV1 T 0,25 151
RAB3GAP2 ; 0,23 1,49
CTNNBL T 0,18 133
NDUFS7 0,16 1,45
SH3BGRL2 0,13 2,34
SLC8A? 0,12 176

Pogrubiong czcionkg oznaczono biatka identyfikowane w analizie GO, jako synaptyczne.
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Analiza GO dla grupy 61 wzbogaconych biatek ujawnita istotne statystycznie kategorie
obejmujace biatka cytoplazmatyczne, neuronalne i synaptyczne (w tym 11 biatek powigzanych
z synapsami glutaminergicznymi) oraz biatka rybosomalne (Ryc. 47C). Odkrycia te sg zgodne
z wczesniejszymi doniesieniami dotyczgcymi lokalizacji Cdrlas w komorkach uktadu
nerwowego®®?, a takze mogg by¢ przestanka dla wnioskowania o obecnosci tego kolistego
RNA w zakonczeniach nerwowych'?>133, Warto zauwazy¢, ze wérod zidentyfikowanych 16
biatek synaptycznych (Tabela 10, pogrubiona czcionka), 9 znajduje si¢ w bazie danych
RBPbase, w tym trzy biatka rybosomalne — RPL5, RPL9 i RPS26. Ponadto wsrdd biatek
wigzacych Cdrlas zidentyfikowano biatka wiazace mRNA, jony metali, ATP oraz liczne
enzymy (Ryc. 47D). Wséréd zidentyfikowanych, wzbogaconych, znanych RBP posiadajacych
kanoniczne RBD wykryto migdzy innymi CELF2 (ang. CUGBP, Elav-like family member 2)
oraz hnRNP R (ang. heterogeneous nuclear ribonucleoprotein R; Ryc. 47A-B i 47E-F).
Mapowanie peptydow wykrytych dla tych biatek w analizie LC-MS/MS ujawnito, ze lokalizuja
si¢ one w obrebie RBD (Ryc. 47E-F). Ponadto, opublikowane wczesniej dane CLIP-seq
wskazuja, ze CELF2 preferencyjnie wigze si¢ z sekwencjami zawierajagcymi motywy UGU,
w tym UGUA?* oraz UGUU?*®, Ujawniono, ze sekwencja Cdrlas posiada 40 motywow UGU
oraz po jednym motywie UGUA oraz UGUU, co moze dodatkowo wspiera¢ hipoteze
o wigzaniu CELF2 z kolistym RNA Cdrlas (Ryc. 47G). Jednakowoz, wigzanie CELF2
w obrebie sekwencji Cdrlas oczekuje na dalsza walidacje i potwierdzenie inng niz circRNA
pull-down metoda badawcza. Podobnie, interesujace bedzie dalsze zbadanie, jaka jest rola
komplekséw CELF2:Cdrlas RNA w komorkach nerwowych.
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circRNA Cdr1as pull-down: 10x 20 nt sond krétkich
Analiza LC-MS/MS - biatka

A B

b zoom
4
NQO1
[
NDUFAFS
10 @PDESB @ MTOR
0 34 @PITPNCT
3 [
s 3
z ©
% ® c2cpac ATG16L1 S o @SRSF11
o @FRYL .K.’-":Fzézs = : ouric®
ACsL4 ° :
‘é’ e = 2 swaschz wost  @RABT2 @FCYoxiL
T [
"5 ® |:»-|>(.:i|2_PCAT4 2 TiMM22 TTLLI2
2+ : @NWD2 @LCLATY
P CYFIP1 @ATPEAP1
S ®orpL cpore®OBAS ®UBAS
ATP2 cAD & ELMOD1 CELF2 o uspus
o L;F S hou 10)(79*‘ OCBeLkz @rca! @ CAPNS
o Peck s e ORASAIgPRRSApt  @MOBP
e i DA
. TRRTPREY s vasssnsias s MO VbR o vo wnwwmnomunssnnasmassivs
ct:w KCNA2
1 T T T T 1
0.0 0.5 1.0 15 2.0
log2 FC (PD/NEG) log2 FC (PD/NEG)

Ontologia gendw (GO): sktadnik komdrkowy Ontologia gendw (GO): funkcja molekularna

protein binding

cytosol
cytoplasm

synapse

protein-containing complex
neuronal cell body
glutamatergic synapse

ATP binding

enzyme regulator activity
mMRNA binding
aspartate carbamoyltransferase activity

carboxyl- or carbamoyltransferase activity
nucleus GTPase binding
postsynapse synthase activity
cell projection synthase activity

dendrite dihydroorotase activity

ribonucleoprotein complex
mitochondrion

zinc ion binding
calmodulin binding

endomembrane system | ] glutaminase afﬁv_itv
mitochondrial inner membrane =t us o AT
cell cortex . mentl?I proleuf binding
Initochiondiial outer meinbians - » . slructura{ constituent of nbos(?me
R hydrolase activity, acting on carbon-nitrogen (but not peptide)...
lamellipodium . oo " . %
S hydrolase activity, acting on carbon-nitrogen (but not peptide) bonds
terminal bouton B e .
5 structural constituent of myelin sheath
axon terminus - mANA 3"-UTR binding
postsynaptic membrane - calcium ion transmembrane transporter activity
cytosolic large ribosomal subunit B kinase binding
postsynaptic density | protein kinase activity
presynapse _ NADH dehydrogenase (ubiquinone) activity
nucleoplasm | deubiquitinase activity
ribosome P nuclear import signal receptor activity
20 10 0 10 20 30 5 0 5 10 15 2
log10 (p-value) liczba biatek w grupie log10 (p-value) liczba biatek w grupie
E CELF2 F hnRNP R
RRM2
! /‘,& RRM1
=\

n =1 peptyd (zielony)
koresponduje
z domeng RRM1

korespondujg
@ z domenami RRM

RRM3

>mmu_circ_0001878|NM_001166658 | Cdr1

GGUUUCCAGUGGUGCCAGUACCAAGGUCUUCCAACAUCUCCAGGUCUUCCAGCAACUGCAAGUCUUCCAACACUGUCAAGGUCUUCCAGACAAUCGUGAUCUUCCAGAAAAUAUGUCUUCCAGAUGAU
AUAUGUCUUCCAACAACCUCAGAGUCUUCCAGUAAAUUCAGUCUUCCAUGGUAUCUAGAUCUUCCGUGAUAUCUAGAUCUUCUAGGAAAAUCUGUGUCUUCCAGGAAAAUCUUUGUCUUCCAAGGGA
UCCAUGUCUUCCAGAAAAAAAUCCACGUCUUCCAGAAAAAUUCAUGUCUUCCAGGAAAAUCCAUGUCUUCCAGAAAAAUCCAAGUCUUCCAGAAGAAUCUAAGUCUUCCUGAAAAAUCCAUGUCUUC
CAUAACAAUCUACAUCUUCCAGAAUAAUCAACGUCUUCCACAAAAUUCAGGUCUUCCAGAAAAAUAUCCAGGUCUUCCAACCAGUCUAUGUCUUCCAGAAAAAUCCAGGUCUUCCAGCUCAUCUAUGU
CUUCCAUCAGUUCAAGUCUUCCAGAUACCCAUGUCUUCCAUUAAAUCUAGGUCUUCCAAUAGAUCUAUGUCUUCCUGAAAAUUAACGUCUUCCAAUAAUGUCCAAGUCUUCCAGCCAAGAUAUGUCU
UCCUGAAGAUUAAUGUCUUCCUGAAGAUUGACAUCUUCCAGCAGAAAAUCUUUGUCUUCCAUUAAAUCCACAUCUUCCAGAAAAUCCAUGUCUUCCCAAAAAUCCACAUCUUCCAGGAAAUCAACGUC
UUCCCCAAAAUCCAUGUCUUCCUGAAAAUCCACCGUCUUCCAAAUAAUCCAAGUCUUCCCAGAAAUCGAAGUCUUCCCGAAAAUCCAUGUCUUCCCAAAAAUCUACGUCUUCAUGAAAAUCUAUGUCU
UCCCAAAAAUCCAAGUCUUCCCAGAAAUCUAAGUCUUCCUGAAAAUCCAAGUCUUCCCAAAAGUCCAUGUCUUCCCAAAGAUCCAUGUCUUCCCGAAAAUCCACGUCUUCUGGAAAAUCGAAGUCUUC
CCAGAAAUCCAAGUCUUCUGGAAAAUCGAAGUCUUCCCAGAAAUCCAAGUCUUCCGGAAAAUCGAAGUCUUCCCAGAAAUCGAAGUCUUCCCGAAAAUCCAAGUCUUCCCGAAAAUCCAAGUCUUCCU
GAAAAUCCAAGUCUUCCUGAAAAUCUAAGUCUUCCGGAAAAUCUAAGUCUUCCAGAAAAUCUACGUUUUCCCAGAAAUCCAAGUCUUCCCAGAAAUCCAAGUCUUCCCAGAAGUCCAAGUCUUCCUGA
AAAUCCAAGUCUUCCCGAAAAUCCAAGUCUUCCCGAAAAUCCAAGUCUUCCCAGAAAUCCAAGUCUUCCCGAAAAUCCAAGUCUUCCCGAAAAUCCAAGUCUUCCCAGAAAUCCAAGUCUUCCCGAAA
AUCCAAGUCUUCCCGAAAAUCCAAGUCUUCCCAGAAAUCCAAGUCUUCCCGAAAAUCCAAGUCUUCCCAGAAGUCCAAGUCUUCCCAGAAAUCCAAGUCUUCCCGAAAAUCCAAGUCUUCCCGAAAAU
CCAAGUCUUCCCAGAAGUCCAAGUCUUCCCAGAAGUCCAAGUCUUCCCGAAAAUCCAAGUCUUCCCGAAAAUCCAAGUCUUCCCGAAAAUCCAAGUCUUCCCAGAAGUCCAAGUCUUCCCAGAAAUCC
GAGUCUUCCCAGAAGUCCAAGUCUUCCCAGAAAUCCGAGUCUUCCCAGAAAUCCAAGUCUUCCCAGAAGUCCAAGUCUUCCCGAAAAUCCAAGUCUUCCCGAAAAUCCAAGUCUUCCCAGAAAUCCGA
GUCUUCCCAGAAAUCCGAGUCUUCCCAGAAAUCGAAGUCUUCCCAGAAAUCCGAGUCUUCCCAGAAAUCCAAGUCUUCCCGAAAAUCCAAGUCUUCCCAAAAAUCCAAGUCUUCCCAGAAAUCCGAGU
CUUCCCAGAAAUCCAAGUCUUCCCAGAAGUCCAAGUCUUCCCGAAAAUCCAAGUCUUCCCGAAAAUCCAAGUCUUCCCAGAAAUCCAAGUCUUCCCAGAAGUCCGAGUCUUCCCAGAAAUCCGAGUCU
UCCCAGAAAUCCGAGUCUUCCCAGAAAUCCGAGUCUUCCCAGAAAUCCAA 'CCCAGAAAUCCGAGUCUUCCCAGAAGUCCAAGUCUUCCCAGAAGUCCAAGUCUUCCCAGAAAUCCGAGUCUUC
CCAAAGAUCCACUUCUUCCCAGUAAUCUGUGUCUUUCCAGAAAUC( 'CCCGAAAAUCCAAGUCUUCCCGAAAAUCAAUGUCUUCCUGAAAAUCCAAGUCUUCCCAGAAACCCAUGUCUUCCU
GAAAAUCCAUGACUUCCCAAAAAUCCAAAUCUUCCUGAAAAAUCCAUAUCUUCCCAAAAAUCCACGACUUCCCAAAAAUCCAUGUCUUCGUGAAUAUCCACGUCUUCCUGAAAAUCCAAGUCUUCCCA
GAAAUCCAUGUCCUUCCAAAAAUCCAUGUCUUCCUGAAAAUCUAUGCCUUCCAUAAAUCUACAUCUUCCUGAAAAUCCACAUCUUCCUGAAAAUCUACAUCUUCCUGAAAAUCCACAUCUUCCAUAAA
UCCCAGUCUUCCCAGAAAUCCAAGUCUUCUGGAAAAUCCAUGUCUUCCUGAAAAUCUAUGCCUUCCACAAAUCCAUGUCCUCCUAACAAUCCAAGUCUUCCUAAAAAUCUACGCCUUCCACAAAUCUA
CAUCUUCCUGAAAAUCCACAUCUUCCCAAAAUCCAUGUCUUCGGAAAAAAUCCAUGUCUUCCAAGGAGITACAUGUGUCUUCCUUCACCUCCAAGUCUUCCAGCAUCUCCAGGGCUUCCAGCAUCUGCC
UGUCUUCCAACAUCUCCACAUCUUCCAGCAUCUUUAUGUCUUCCAACAACUGCGCAGUGUCUCC GGCGUUUUGACAUUCAGGUUUUCUGGUGUCUGCCGUAUCCAG

Opis Ryciny 47 znajduje si¢ na stronie 133.

n = 3 peptydy (zielone)
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Rycina 47. Identyfikacja bialek zwigzanych z circRNA Cdrlas metoda spektrometrii mas.

A. Wykres volcano pokazujacy analize biatek zidentyfikowanych w pomiarach spektometrii mas po

eksperymencie Cdrlas pull-down w mézgu WT (PD) wzglgdem kontroli negatywnej, czyli mézgu Cdrlas KO
(NEG). n = 4 powtodrzenia (eluaty bialek po RNA pull-down z czterech roéznych eksperymentow ) poddano
pomiarom MS. Niebieskie kropki oznaczaja biatka wzbogacone po pull-down z log2 FC > 0,1, wartos¢ p <0,05,
a zielone - biatka zidentyfikowane unikalnie w po pull-down w mozgu WT. B. Powigkszenie (zoom) cze$ci
wykresu a punktu A. dla biatlek wzbogaconych po Cdrlas pull-down. C. Analiza GO (DAVID) sktadnikow
komorkowych dla n = 61 biatek wzbogaconych po Cdrlas pull-down. Warto$¢ p < 0,005, tto: proteom z mozgu
myszy. D. Analiza GO funkcji molekularnych dla n = 61 biatek wzbogaconych, zidentyfikowanych metoda LC-
MS/MS po Cdrlas pull-down. warto$¢ p < 0,005, tto: proteom mozgu myszy. E. Struktura biatka CELF2 uzyskana
za pomocg programu AlphaFold, z trzema domenami RRM oznaczonymi kolorami. Kolor zielony - peptyd
zidentyfikowany w analizie Cdrlas pull down. F. Struktura biatka hnRNP R uzyskana za pomocg programu
AlphaFold, z oznaczonymi kolorami trzema domenami RRM. Kolor zielony - peptydy zidentyfikowane w MS.
G. Sekwencja Cdrlas (2927 nt) z oznaczonymi znanymi motywami sekwencyjnymi rozpoznawanymi przez
CELF2.

Wiele biatek w analizie LC-MS/MS po Cdrlas pull-down zostato zidentyfikowanych na
podstawie wykrycia licznych peptydow. Celem doktadniejszego wgladu w uzyskane dane
przygotowano wykres typu volcano przedstawiajacy wszystkie wykryte i wzbogacone peptydy
(n = 442; log2 FC > 0,1), zidentyfikowane w eksperymencie pull-down (Ryc. 48A). Wsrod
peptydéw zidentyfikowanych wylacznie w probie pull-down z moézgu WT (niewykrytych
w kontroli negatywnej - myszy Cdrlas KO) znalazt si¢ peptyd nalezacy do znanego RBP -
PCBP1 (Ryc. 48A, lewa strona). Lacznie dla biatka PCBP1 zidentyfikowano 11 peptydow,
sposrod ktorych jeden wykazywat silne wzbogacenie po Cdrlas pull-down (Ryc. 48A, prawa
strona). Ze wzgledu na wczesniejsze obserwacje dotyczace zmian w interakcjach PCBP1 z
RNA w mézgu z defektem mielinizacji’®®, a takze na fakt, ze PCBP1 jest znanym biatkiem
wigzacym RNA, jego potencjalne oddziatywanie z Cdrlas stato si¢ przedmiotem szczegdlnego
zainteresowania. PCBP1 rozpoznaje przede wszystkim sekwencje bogate w cytozyny i motywy
bogate w UC oraz dhuzsze motywy jak UUUCCC w RNAZ®, Sprawdzono, czy te znane
motywy znajduja si¢ w obrebie sekwencji Cdrlas, potwierdzajac obecnos¢ 463 motywow UC
I 2 motywow UUUUCCC (Ryc. 48B). Zmapowano lokalizacj¢ wzbogaconego peptydu na
strukture biatka PCBPI i stwierdzono, ze lokalizuje si¢ on w obrebie domen wigzacych RNA
— KH1 i KH2 (Ryc. 48C). Obecno$¢ PCBP1 w eluacie po Cdrlas pull-down potwierdzono
metodg Western blot (Ryc. 48D). Uzyskane wyniki dostarczaja dowodow na swoistg interakcje
Cdrlas z biatkiem PCBP1, ktéra prawdopodobnie zachodzi poprzez jego domeny KH wigzace

RNA, co zostato potwierdzone zaré6wno na poziomie identyfikacji wzbogaconych peptydéw,
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jak 1 catego biatka. Tak, jak w przypadku CELF2, i tutaj dalsze badania sa niezbg¢dne, by
okresli¢ znaczenie kompleksow PCBP1:Cdrlas w komorkach nerwowych.

Podsumowujac, zastosowanie potgczonego podejscia opartego na CircRNA pull-down
i proteomice umozliwito identyfikacje szeregu bialek oddzialujacych z Cdrlas w mozgu
myszy. Analiza proteomiczna ujawnila wzbogacenie biatek o funkcjach cytoplazmatycznych,
neuronalnych, synaptycznych, co jest zgodne z dotychczasowa wiedza na temat lokalizacji
i potencjalnych funkcji Cdrlas w komoérkach nerwowych. Istotne jest odkrycie interakcji
Cdrlas z biatkiem PCBPI, znanym regulatorem potranskrypcyjnym, ktéra to interakcja
zachodzi prawdopodobnie poprzez domeny KH wigzagce RNA. Wyniki te sugeruja, ze Cdrlas
moze odgrywaé rolg¢ w modulowaniu aktywnosci PCBP1 (lub jego aktywno$¢ i lokalizacja
moze by¢ modulowana przez to biatko) w komodrkach moézgu, co otwiera nowe $ciezki do
badania funkcji tego kolistego RNA w kontekscie procesow neuronalnych i/ lub potencjalnych
zaburzen patologicznych. Ciekawym faktem jest roéwniez identyfikacja grupy biatek
synaptycznych, po Cdrlas pull-down. Wigkszo$¢ tych biatek nie posiada klasycznych RBD.
Jednakze, wyniki uzyskane w XRNAX?® a takze w pCLAP?! wskazujg na potencjalng
mozliwo$¢ wigzania RNA przez niektore biatka synaptyczne. Lacznie, wyniki te otwierajg
droge¢ do poznania nieznanych dotad mechanizmoéw regulacji bialek synaptycznych poprzez ich

oddzialywania z RNA, w tym z circRNA.
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circRNA Cdr1as pull-down: 10x 20 nt sond krétkich

Analiza LC-MS/MS - peptydy
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Cdr1as pull-down
Input (sondy 10x 20 nt)

KO WT KO WT

PCBP1

ACTB | s

n =1 wzbogacony peptyd (zielony) koresponduje zdomenami KH

Rycina 48. Cdrlas wiaze bialko PCBP1 w tkance mézgowej. A. Wykres typu volcano pokazujacy
peptydy wzbogacone po eksperymencie Cdrlas pull-down w mézgu WT (PD) wzgledem kontroli negatywne;j,
czyli mozgu Cdrlas KO (NEG). n = 4 powtorzenia biologiczne. Niebieskie kropki oznaczaja peptydy wzbogacone
po pull-down n =219 z log2 FC > 0,1, warto$¢ p <0,05, a zielone — peptydy zidentyfikowane unikalnie w po pull-
down w mézgu WT (n = 223). Po prawej stronie umieszczono ten sam wykres, z zaznaczonymi peptydami
zidentyfikowanymi dla PCBP1 (n = 11). B. Sekwencja Cdrlas z oznaczonymi motywami sekwencyjnymi
potencjalnie rozpoznawanymi przez PCBP1. C. Przewidywana struktura biatka PCBP1 uzyskana za pomocg
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programu AlphaFold, z oznaczonymi kolorami trzema domenami KH. Peptyd wzbogacony, zidentyfikowany
w MS (kolor zielony) natozono na domeny KH w programie Chimera 1.18. D. Western Blot z przeciwciatem anty-
PCBP1 w probkach input i w eluatach po Cdrlas pull-down w mézgu WT i Cdrlas KO. W kazdym eksperymencie

uzyto dwoch moézgow jako materiat wyjsciowy.

4.8.2. Analiza miRNA oraz RBP oddzialujacych z innymi wybranymi circRNA

Wyniki oméwione w powyzszych sekcjach na przyktadzie Cdrlas, potwierdzity mozliwosé
wykorzystania protokotu circRNA pull-down do badania natywnych oddziatywan kolistych
RNA z miRNA i biatkami. Postanowiono sprawdzi¢ uzytecznos¢ tej metody do badan innych

endogennych czgsteczek circRNA.

Z uwagi na fakt, ze procedura circRNA pull-down okazala si¢ szczegdlnie wydajnie (~30%
wzbogacenia) i swoiscie (brak mMRNA po circRNA pull-down) wzbogacaé circDtnb(5,6,7,8),
wykonano dodatkowe eksperymenty pull-down dla tej czasteczki. Dotychczasowe doniesienia
na temat circDtnb sa nieliczne. Praca Wang i wsp.?®’ zidentyfikowata circDtnb w mysim
modelu cig¢zkiego ostrego zapalenia trzustki (SAP), sugerujac, ze moze on uczestniczy¢
w rozwoju tej choroby poprzez regulacje transdukcji sygnatu wapniowego. Zaproponowano, iz
circDtnb oddziatujac z miR-6938-3p, wplywa na regulacj¢ ekspresji genu Calbl, cho¢ autorzy

wskazali, ze rola ta wymaga dalszej weryfikacji.

Celem charakterystyki circDtnb(5,6,7,8) w mozgu myszy wykonano eksperymenty
CircRNA pull-down ze zwigkszonym materiatem wyj$ciowym (dwa moézgi na probke), co
zwiekszyto odzysk docelowego RNA w eluacie do ~80% wzgledem materiatu wyj$ciowego
(Ryc. 49A). Analizy ekspresji miRNA metodg NanoString nCounter miRNA Expression Assay
ujawnily kilka miRNA, miR-1196, miR-124 i miR-125, jako potencjalne czasteczki
oddziatujagce z circDtnb(5,6,7,8) (Ryc. 49B-C). Zauwazono rowniez, ze miR-142-5p ma
wysoka liczbe zliczen w eluatach po wszystkich trzech eksperymentach circRNA pull-down tj.
dla circDtnb oraz Cdrlas w mozgu KO i WT (Ryc. 49B-C), co moze $wiadczy¢ o tym, ze wigze
si¢ on niespecyficznie np. z kulkami wykorzystywanymi podczas eksperymentu.

Sprawdzono, czy circDtnb(5,6,7,8) posiada miejsca wigzania dla miRNA. Przewidywane
miejsce wigzania potwierdzono dla miR-124; analiza wykazata komplementarnos¢ 7
nukleotydow regionu 'seed' tej czasteczki miRNA do sekwencji circDtnb(5,6,7,8) oraz

dodatkowe pojedyncze parowania zasad w pozycjach 11, 12 i 18 miR-124 (Ryc. 49D).
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MiR-124-3p jest zachowanym ewolucyjnie miRNA i, zgodnie z miRNA Tissue Atlas
2025%%8  czwartym pod wzgledem poziomu ekspresji miRNA w moézgu myszy. Odgrywa
kluczowa rol¢ w réznicowaniu neurondéw i regulacji funkcji synaptycznych. MiR-124 wplywa
na ekspresje bialek waznych dla struktury 1 dzialania synaps, przyczyniajac si¢ do precyzyjnego
dostrajania przekazywania sygnalow nerwowych, a takze jest czynnikiem inicjujgcym zmiany
metaboliczne na poczatkowym etapie neurogenezy?>° 261, CircDtnb(5,6,7,8) jest wzbogacony
w synapsach®?, a koliste RNA moga modulowaé¢ funkcje miRNA poprzez ich wiazanie
i stabilizacje®>'3, Otrzymane wyniki wskazuja na wigzanie miR-124 do circDtnb(5,6,7,8), co
moze sugerowac udziat tej kolistej czasteczki RNA w regulowaniu miR-124. Jednakze,
okreslenie doktadnej roli i mechanizmu tego oddzialywania wymaga dalszych, szczegdtowych

badan.
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Rycina 49. Analizy miRNA w eluatach po eksperymencie circRNA pull-down dla
circDtnb(5,6,7,8). A Walidacja gqRT-PCR wzbogacenia circDtnb(5,6,7,8) jako procent wyjsciowego RNA
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w homogenacie po procedurze RNA pull-down z zastosowaniem sondy BSJ komplementarnej z circDtnb(5,6,7,8)
w moézgu WT i kontrolnego eksperymentu z sondg Cdrlas w mozgu Cdrlas KO. Wzgledne wzbogacenie
circDtnb(5,6,7,8) obliczono jako procent danych wyjsciowych/ input (po lewej) lub jako krotnos¢ wzbogacenia
CircRNA wzgledem Gapdh (po prawej). Przeprowadzono n = 2 biologicznie niezalezne eksperymenty
circDtnb(5,6,7,8) pull-down z dwoma mozgami, jako materiat wyj$ciowy. *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001,
wxxxD < 0,0001; ns, nieistotne, dwukierunkowa ANOVA. B. Wysokoprzepustowa walidacja miRNA w eluacie po
circDtnb(5,6,7,8) pull-down metoda hybrydyzacji z sondami swoistymi dla panelu czgsteczek miRNA (analiza
Mouse v1.5 miRNA assay zostala przeprowadzona, jak na Ryc. 45 a opis eksperymentu zostal umieszczony
w sekeji ,,Materiaty i metody”). n = 2 biologicznie niezalezne eksperymenty circDtnb(5,6,7,8). Wyniki odniesiono
do analiz miRNA, uzyskanych po Cdrlas pull-down w mézgu KO (lewa strona) i WT (prawa strona) C. Wykresy
przedstawiajace poréwnanie ilosci odczytow uzyskanych w analizie z punktu B dla miR-124 i miR-125, miR-1196
i miR-142 w eluatach po circDtnb(5,6,7,8) pull-down i Cdrlas pull-down w mézgu KO i WT. D. Analiza wigzania
miR-124 z circDtnb(5,6,7,8).

Nastegpnie przeprowadzono pilotowe analizy majace na celu okreslenie, czy badane
czasteczki CIrCRNA moga wigza¢ biatka. W tym celu bialka pozyskane z eluatdéw po
eksperymentach  pull-down dla: circHipk3(2), circDtnb(5,6,7,8), circStau2(2,3,4,5)
i circGigyf2(4,5,6,7,8), jak rowniez dla kontroli negatywnej (pull-down z sonda anty-gfp)
I pozytywnej (pull-down dla Cdrlas), rozdzielono elektroforetycznie na zelu
poliakrylamidowym, a nastgpnie wybarwiono srebrem. Wizualna inspekcja zelu ujawnita
liczne réznice w profilu biatkowym prob z eksperymentéw circHipk3(2) i circDtnb(5,6,7,8)
pull down, a kontrolg negatywna, co sugeruje oddzialywanie tych czasteczek circRNA
z biatkami (Ryc. 50). Wybarwiono rowniez biatka uzyskane po eksperymentach circRNA pull-
down dla circStau2(2,3,4,5) i circGigyf2(4,5,6,7,8), nalezy jednak przypomnie¢, ze
w eksperymentach tych, wraz z czasteczkami circRNA, wzbogaceniu ulegly réwniez ich
mRNA. W zwigzku z tym widoczne prazki biatkowe moga reprezentowac biatka oddziatujace

takze (lub wylacznie) z liniowymi izoformami.
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circRNA pull-down: sonda back-splice junction
barwienie srebrem

* *
GFP (N) Cdrlas cHipk3 cDtnb cStau2 cGigyf2

Rycina 50. Barwienie srebrem bialek z eluatow po eksperymentach circRNA pull-down.

Biatka z eluatéw po eksperymentach pull-down barwiono srebrem, jak opisano w sekcji ,,Materialy i Metody”.
Strzatki wskazujg biatka réznicujgce miedzy circRNA pull-down a kontrolg negatywna (gfp pull-down). Gwiazdki
wskazuja eksperymenty circRNA pull-down, w ktérych poza kolistymi RNA odzyskano takze mRNA.

Lacznie, uzyskane wyniki potwierdzaja, ze czasteczki circRNA wzbogacone w mdzgu
i zakonczeniach synaptycznych moga wigza¢ biatka oraz moga oddzialywaé¢ z miRNA.
Potwierdzajg rowniez, ze opracowany protokot CircRNA pull-down jest wysoce przydatny do
badania oddziatywan w kompleksach circRNA-miRNA-biatko oraz poznawania wynikajacych
z nich funkcji. Przeprowadzone analizy pozwolily zidentyfikowa¢ nowe biatka wiazace si¢ do
Cdrlas, a takze ujawnily oddzialywanie circDtnb(5,6,7,8) (czasteczki wzbogaconej
w zakonczeniach nerwowych) z mikroRNA miR-124-3p, znanym z udziatlu w regulacji funkcji
synaptycznych. Te nowe odkrycia wskazujg na prawdopodobng funkcje kolistych RNA
w synapsach, ktora moze polega¢ na stabilizacji oddzialujacych z nimi biatek i czasteczek

miRNA, co z kolei moze modulowa¢ ich aktywnos¢.
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5. Dyskusja

Ztozona sie¢ oddzialywan pomiedzy czasteczkami RNA a biatkami odgrywa
fundamentalng rol¢ w regulacji ekspresji genow i utrzymaniu homeostazy komodrkowej,
szczegblnie w tak skomplikowanym srodowisku, jakim jest tkanka mozgowa. Pomimo rosnacej
swiadomosci znaczenia tych interakcji, ich kompleksowe badanie in vivo, zwlaszcza
w konteks$cie specyficznych typéw RNA, takich jak koliste RNA, oraz w stanach
patologicznych, wcigz stanowi istotne wyzwanie metodologiczne. Niniejsza rozprawa
doktorska zostata podjeta w celu sprostania tym wyzwaniom, koncentrujgc si¢ na gléwnym
zadaniu, jakim bylo opracowanie i zastosowanie metod umozliwiajagcych wszechstronng
charakterystyke oddziatywan RNA-biatko w tkance modzgowej myszy. Realizacja tego
nadrzednego celu obejmowata, po pierwsze, adaptacj¢ 1 optymalizacje metody XRNAX do
analizy globalnych interakcji RNA-biatko w materiale tkankowym, a nastepnic jej
wykorzystanie do identyfikacji zmian w tych oddziatywaniach w mysim modelu defektu
mielinizacji. Réwnolegle, kluczowym aspektem pracy bylo opracowanie nowatorskiego
protokotu circRNA pull-down, dedykowanego badaniu specyficznych interakcji wybranych
kolistych RNA z ich partnerami biatkowymi oraz miRNA, co miato na celu przyblizenie ich
potencjalnych funkcji w komorkach uktadu nerwowego. W niniejszej dyskusji szczegdtowo
omoéwione zostang wyniki uzyskane w toku realizacji wyzej wymienionych celéw badawczych,
ze szczegblnym uwzglednieniem: charakterystyki biatek wiazacych RNA w zdrowej tkance
moézgowej myszy, zrozumienia jako§ciowych zmian w interakcjach RNA-biatko w procesie
demielinizacji (w odniesieniu do stanu prawidtowego), a takze dla na§wietlenia potencjalnych

funkcji circRNA w mozgu.

5.1. Rozwazania na temat zastosowania XRNAX do badania interakcji RNA-bialko
w tkankach

Metoda XRNAX (ang, protein-crosslinked RNA extraction)?®” stanowi cenne narzedzie
dedykowane badaniu interaktomu RNA-biatko. Jej fundament opiera si¢ na sieciowaniu in vivo
interakcji RNA-biatko promieniowaniem UV, a nastegpnie, po lizie komorek, na izolacji
I oczyszczaniu kompleksow RNA-biatko z interfazy po separacji organicznej faz. Pierwotnie,
protokoét ten zostat z sukcesem zastosowany przez Trendela i wspotpracownikow do badania
zmian w proteomie zwigzanym z RNA w odpowiedzi na stres komorkowy (indukowany
arseninem) w hodowlach komoérkowych, ukazujac jego potencjal w odkrywaniu globalnych
rearanzacji oddziatywan RNA-biatko?"’,
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W niniejszej pracy doktorskiej podjeto wyzwanie adaptacji i optymalizacji metody
XRNAX do analizy interakcji RNA-biatko bezposrednio w zlozonym materiale, jakim jest
tkanka mozgowa myszy. Praca z tkankami, w odréznieniu od homogennych,
jednowarstwowych hodowli komoérkowych, stwarza dodatkowe wyzwania. Po pierwsze,
dotycza one efektywnej homogenizacji przy jednoczesnym zachowaniu natywnych interakcji
molekularnych i minimalizacji degradacji sktadnikéw kompleksu RNA-biatko. Po drugie,
problemem jest wydajnos$¢ sieciowania UV w materiale tkankowym po homogenizacji, gdyz
$wiatlo UV o dtugosci 254 nm przenika efektywnie jedynie przez kilka warstw komorek?°,
Kluczowym etapem optymalizacji byta ocena skutecznosci naswietlania UV w sieciowaniu
komplekséw RNA-biatko w homogenatach mézgu myszy przygotowanych dwiema réznymi
metodami: metodg homogenizacji mechanicznej z uzyciem homogenizatora Dounce'a (metoda
H) oraz metoda kriogenicznego proszkowania tkanki, czyli biopulweryzacji (metoda B). Jak
szczegotowo opisano w sekcji wynikow (Ryc. 21-22), analizy porownawcze wykazaty, ze
biopulweryzacja (metoda B) zapewniata lepsze zachowanie integralno$ci RNA po sieciowaniu
UV, minimalizujac problem degradacji RNA obserwowany przy uzyciu homogenizatora
Dounce'a w polaczeniu z sieciowaniem UV oraz pozwolita na efektywna akumulacje
komplekséw RNA-biatko w interfazie po organicznej separacji faz. Whnioski te jednoznacznie
wskazaty, ze biopulweryzacja jest metoda homogenizacji bardziej odpowiednig i niezawodna
dla protokolu XRNAX oraz potencjalnie innych metod wykorzystujacych naswietlanie UV

228 pozwala ona na zachowanie

tkanki moézgowej do analizy kompleksow RNA-biatko
integralnosci RNA oraz, co za tym idzie, fizjologicznie istotnych interakcji RNA-biatko,
minimalizujgc artefakty zwigzane z degradacja. Dlatego tez biopulweryzacja zostata wybrana
jako optymalna metoda przygotowania prob tkankowych do dalszych eksperymentow
XRNAX.

Zastosowanie zoptymalizowanego protokotu XRNAX, poprzedzonego biopulweryzacja,
w mozgu myszy typu dzikiego pozwolito na identyfikacje i charakterystyke¢ RBPomu. Analiza
proteomiczna metodg LC-MS/MS ekstraktow XRNAX??® zaowocowata identyfikacja tacznie
666 biatek, z czego 109 wykazato istotne wzbogacenie w probkach poddanych sieciowaniu UV
w poréwnaniu do prob kontrolnych nienaswietlanych UV (Ryc. 24). Zgodnie z oczekiwaniami,
okoto 80% tych specyficznie wzbogaconych biatek stanowily znane, kanoniczne RBP, w tym
liczne biatka rybosomalne, jadrowe oraz, co istotne dla tkanki mézgowej, biatka synaptyczne.
Identyfikacja peptydow zlokalizowanych w obrgbie RBD lub w ich bezposrednim sasiedztwie
dodatkowo potwierdzita specyficzno§¢ metody w wychwytywaniu regionéw biatkowych

zaangazowanych w kontakt z RNA?2. Te odkrycia nie tylko waliduja skuteczno$é
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zoptymalizowanego protokotu w specyficznym odzyskiwaniu RBP, ale rowniez wskazuja na
jego potencjat w odkrywaniu nowych, niekanonicznych interakcji RNA-biatko, takich jak te
zidentyfikowane dla biatek synaptycznych SLC1A2 czy NRGN.

Wykazana specyficzno$¢ odzyskiwania RBP w procedurze XRNAX w moézgu WT
otworzyta droge do dalszego wykorzystania tej metody w bardziej ztozonym konteks$cie
badawczym. Zastosowano ja zatem do analizy interaktomu RNA-RBP w mozgu myszy
shiverer, modelu charakteryzujacego si¢ deficytem micliny w OUN, aby zbada¢, czy i jakie
zmiany w oddzialywaniach RNA-biatko mozna zidentyfikowaé przy uzyciu tej metody
w konteksécie patologii. W mozgach myszy shiverer metoda XRNAX pozwolita na
identyfikacje 633 bialek, z czego 125 bylo wzbogaconych w poréwnaniu z prébkami
kontrolnymi bez naswietlania UV (Ryc. 28); zbidr ten czg¢sciowo pokrywat si¢ z RBPomem
zidentyfikowanym w mézgu WT, a metoda réwniez w tym modelu wykazata specyficzno$¢
wzgledem odzyskiwania RBP. Uzyskane dane z XRNAX w modelu shiverer dostarczyty
cennych spostrzezen na temat potencjalnych zmian molekularnych zwigzanych z ta patologig.
Analiza GO biatek istotnie wzbogaconych po XRNAX w mozgach Shi (n = 125) wykazata, ze
kategoria funkcjonalna zwigzana z tworzeniem cytoplazmatycznych granul stresu byla istotnie
statystycznie wzbogacona (Ryc. 29). Co wigcej, wigkszo§¢ RBP zwigzanych z granulami
cytoplazmatycznymi, takich jak DDXI1, CAPRIN1, PABPC1 oraz PCBPI, wykazywata
silniejsze wzbogacenie w oddziatywaniach z RNA w mozgach shiverer niz w mézgach WT,
mimo ze ich catkowity poziom ekspresji nie roznit si¢ znaczaco migdzy genotypami. Ponadto,
analiza GO pod katem procesow biologicznych wynikow XRNAX dla mézgu Shi ujawnita
obecnos¢ licznych RBP zaangazowanych w proces alternatywnego splicingu, ktore
wykazywaly zmieniony stopien wzbogacenia w mozgu shiverer w poréwnaniu do WT (Ryec.
30), w tym MBNLL. Lacznie dane te sugeruja, ze XRNAX jest w stanie wykrywac jako$ciowe
zmiany w profilu wigzania RNA przez RBP, niezalezne od zmian w ich calkowitej ilosci.
Zidentyfikowane przez XRNAX zmiany, dotyczace zaangazowanych w granule
cytoplazmatyczne i biorgcych udziat w regulacji splicingu, moga odzwierciedla¢ zaburzenia na
poziomie molekularnym towarzyszace demielinizacji i przyczynia¢ si¢ do obserwowanego
fenotypu. Co istotne, dzigki zastosowaniu XRNAX zar6wno w mozgu WT, jak i shiverer,
zidentyfikowano rowniez kilka interesujgcych biatek jako kandydatow na nowe RBP, tj. bialka,
ktore nie byly wczesniej klasyfikowane jako wigzace RNA, a mimo to ulegly istotnemu

wzbogaceniu w tej procedurze.
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Aby petniej oceni¢ specyfike 1 wartos¢ protokolu XRNAX, istotne jest jego poréwnanie
z innymi niedawno opracowanymi metodami globalnej identyfikacji RBP w tkankach, takimi
jak pCLAP?! j eRIC!, ktore rowniez zastosowano do badania oddziatywan RNA-biatko
w mozgu myszy. Obie prace zostaly opublikowane w 2023 roku i sg to pionierskie doniesienia
na temat natywnych oddziatywan RNA-bialko w tkankach, ktore stanowity istotny punkt
odniesienia dla badan przedstawionych w niniejszej dysertacji. Podstawowe roznice techniczne
miedzy tymi metodami a XRNAX (Tabela 9), szczegolnie w zakresie przygotowania tkanki
przed sieciowaniem UV oraz strategii izolacji kompleksow RNA-biatko, prawdopodobnie
przyczyniaja si¢ do obserwowanego, stosunkowo niewielkiego pokrycia zbiorow RBP
identyfikowanych przez kazda z nich (Ryc. 36). Sugeruje to istnienie obcigzen metodycznych
zwigzanych z kazdg z tych metod.

Jak wskazano w sekcji wynikow, metoda XRNAX pozwolila na identyfikacje mniejszej
liczby RBP w porownaniu do eRIC i pCLAP. Niemniej jednak, XRNAX wyrdznia si¢ kilkoma
istotnymi zaletami. Przede wszystkim, jest to protokot stosunkowo najprostszy i najbardziej
bezposredni. Kluczowym atutem jest tu szybkie i proste przygotowanie probki poprzez
biopulweryzacje, co, jak wykazano, zapewnia zachowanie integralnych interakcji RNA-biatko
in vivo oraz uzyskanie powtarzalnych wynikoéw. Homogenizacja i liza tkanki méozgowej
w buforze, jak w metodzie pCLAP?%, stanowi bardziej inwazyjna obrobke badanego materiatu
i obarczong btgdem degradacji materiatu RNA i prawdopodobienstwem wystapienia wigzan
niespecyficznych, ktdore moga pojawi¢ si¢ po uwolnieniu makromolekut z komorek do lizatow.
Takie problemy z degradacja RNA wykazano dla metody XRNAX w przypadku zastosowania
homogenizacji metodg Dounce’a w PBS. Z kolei przygotowanie setek skrawkow zamrozonej
tkanki przed naswietlaniem UV, jak w eRIC*, i ich pdzniejsze taczenie w pojedyncza probke,
jest niezwykle czasochtonne. Zachowanie integralnosci kompleksoéw RNA-biatko, czyni
XRNAX szczego6lnie atrakcyjnym narzedziem do badan, gdzie priorytetem jest analiza zmian
jakosciowych w interakcjach RNA-biatko. Co wigcej, istotng przewagg XRNAX moze by¢ jego
zdolnos¢ do jednoczesnego przechwytywania kompleksow RNA-biatko zawierajacych
wszystkie biotypy RNA w jednym etapie izolacji z interfazy poorganicznej separacji faz. Dla
poréwnania, pCLAP?! bazuje na izolacji peptydéw zwigzanych z poliadenylowanymi
czasteczkami RNA, ktoére sa wychwytywane przy uzyciu kulek oligo(dT), a eRIC!, cho¢
umozliwia analize interakcji z niepoliadenylowanymi RNA, wymaga do tego celu osobnych,
dodatkowych procedur po wstepnym przechwyceniu komplekséw mRNA-biatko, co podnosi

stopien skomplikowania protokotu.
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Warto réwniez wspomnie¢ o najnowszym, opublikowanym w roku 2024 osiagnigciu
w dziedzinie badan interakcji RNA-biatko in vivo w tkance, czyli metodzie HARD-AP?®,
Podejscie to, wykorzystujagce specjalnie zaprojektowane biatko HARD o wysokim,
niezaleznym od sekwencji powinowactwie do roznych klas RNA (w tym
niepoliadenylowanych), umozliwito uzyskanie jeszcze wigkszego odzysku RBP z tkanek niz
metody XRNAX, pCLAP czy eRIC?®, To moze sugerowaé, ze protokot XRNAX nie jest by¢é
moze najlepszym narzedziem, jesli gtownym celem jest jedynie maksymalizacja liczby
identyfikowanych biatek wigzacych RNA. Jednakze, jak wykazano w niniejszej pracy, jego
niepodwazalna warto$¢ tkwi w zdolnosci do badania zmian jako$ciowych w interakcjach RNA-
biatko. XRNAX, szczegdlnie w potaczeniu ze zoptymalizowang metoda przygotowania tkanki,
jaka jest biopulweryzacja, osiagga to poprzez zachowanie wysokiej specyficznosci
odzyskiwanych RBP, co potwierdzono zaréwno w mozgu WT, jak i shiverer. Ponadto, co
kluczowe, biopulweryzacja minimalizuje manipulacje ex vivo przed natychmiastowym
sieciowaniem UV sproszkowanej tkanki, co sprzyja zachowaniu natywnych, fizjologicznych
interakcji RNA-biatko. Dlatego, mimo pojawiania si¢ metod o potencjalnie wyzszej wydajnos$ci
w identyfikacji catkowitej liczby RBP, XRNAX pozostaje optymalnym narzedziem do
precyzyjnego badania jakoSciowych zmian w interakcjach RNA-biatko in vivo w tkankach,
zwlaszcza gdy istotne jest uchwycenie subtelnych réznic w profilu wigzania w r6znych stanach

fizjologicznych lub patologicznych.

5.2. Zmiany w interakcjach RNA-biatko w mézgu z deficytem mieliny

Wyniki analizy proteomu zwigzanego z RNA w mozgu myszy shiverer (modelu deficytu
mieliny w OUN), uzyskane dzigki metodzie XRNAX, podkreslaja znaczenie badan
interaktomu RNA-biatko dla zrozumienia zmian molekularnych w kontek$cie chorobowym. Po
pierwsze, wykazano, ze wiele RBP charakteryzuje si¢ zmienionym (podwyzszonym lub
zmniejszonym) poziomem wigzania RNA w moézgu z deficytem mieliny, co niekoniecznie
koreluje ze zmianami w catkowitym poziomie tych biatek. Obserwacja ta sama w sobie nie jest
nowa, gdyz podobne zjawisko opisywano juz dla pojedynczych RBP; w niniejszej pracy jednak
wykazano je po raz pierwszy w sposob wysokoprzepustowy, analizujac catkowity RBPom
w tkance objetej procesem patologicznym. Zroznicowany poziom wigzania RNA przez RBP
moze wynika¢ ze zmienionej lokalizacji subkomorkowej tych biatek (catkowitej Iub
czegsciowej, np. zwigzane] ze zmiang eksprymowanej izoformy), ich sekwestracji, zmian
w poziomie ekspresji docelowych czasteczek RNA w warunkach choroby lub kombinacji tych

5

czynnikow™. Takie przypadki obserwowano szczegodlnie czesto w przypadku chordb
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neurodegeneracyjnych, w ktérych badano poszczegolne RBP i wykazano podobne zaburzenia.
Najlepiej zbadanymi przyktadami sa TDP-43, FUS i biatka z rodziny hnRNP*°. W przypadku
choréb demielinizacyjnych dogltebnie zbadano tylko jeden konkretny RBP — hnRNPA17®77.
Catkowite poziomy biatka hnRNPA1 nie r6znig si¢ miedzy zdrowymi kontrolami a mézgami
pacjentow cierpigcych na stwardnienie rozsiane. Jednakze wykazano, ze biatko to, normalnie
zlokalizowane w jadrze komorkowym, u pacjentow ulega czgéciowej relokalizacji do
cytoplazmy w neuronach korowych, co prowadzi do zmian we wzorach splicingu docelowych
czgsteczek RNA regulowanych przez hnRNPAL w jadrze komorkowym. Fenotyp ten tatwo

odtworzono réwniez w mysim modelu demielinizacji’’.

W niniejszej pracy przeprowadzono szersza walidacje dla innego RBP - MBNLL1, ktore nie
bylo wczesniej bezposrednio powigzane z demielinizacja lub dysmielinizacja lecz z dystrofia

I chorobami nowotworowymi, co czynito je interesujacym kandydatem do dalszych badan.

Analiza MBNLI, przeprowadzona w ramach niniejszej rozprawy doktorskiej, ujawnita, ze
docelowe pre-mRNA tego biatka ulegaja odmiennemu sktadaniu (splicingowi) w mozgu myszy
Shi w poréwnaniu z mozgiem WT. Obserwowany efekt jest prawdopodobnie konsekwencja
zaburzen w alternatywnym splicingu samego genu Mbnll. W szczegdlnosci wykazano, ze
poziom ekspresji circMbnl1(3,4,5,6) jest obnizony w tkance moézgowej z deficytem mieliny.
Jednoczes$nie obserwowano wzgledny wzrost udziatu izoformy mRNA Mbnll zawierajacej
eksony 5 16 w porownaniu z izoformg pozbawiong tych eksondéw. Jest to o tyle istotne, ze ekson
51 6 genu Mbnll koduja sygnat lokalizacji jadrowej (NLS), a ich alternatywny splicing
prowadzi do powstawania cytoplazmatycznych lub jadrowych izoform biatka MBNLI1, takze
W neuronach?41:247262263 ponadto wiadomo, ze biatko MBNL1 reguluje wtaczanie/wykluczanie
tych eksondw we wlasnym pre-mRNA (genu Mbnl1, w ramach petli autoregulacyjnej), poprzez

wigzanie sie z sekwencjami intronowymiZ®,

W niniejszych badaniach wykazano, ze
zmniejszeniu ekspresji circMbnl1(3,4,5,6) towarzyszy wyzszy poziom wigczania eksonow 5
i 6 do transkryptu mRNA Mbnll. Potwierdzono réwniez zwigkszong akumulacje biatka
MBNL1 w moézgu myszy z deficytem mieliny, szczegdlnie w podwzgorzu, opuszce wechowe
i prazkowiu, czyli w regionach, w ktorych obserwowano nizszg ekspresj¢ circMbnl1(3,4,5,6).
Co wazne, wyzsza akumulacja MBNL1 w jadrach komoérkowych tkanki moézgowe;j
z niedoborem mieliny jest zgodna ze zmianami obserwowanymi w alternatywnym splicingu
genow docelowych dla MBNL1 w moézgu myszy Shi. W szerszym kontekscie, wyniki te
sugeruja, ze produkcja circRNA z locus Mbnll u myszy pelni role regulacyjng w kontroli

powstawania izoform mRNA Mbnll oraz wzorca subkomorkowej lokalizacji biatka MBNLI.
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Co istotne, mechanizm ten wydaje si¢ by¢ ewolucyjnie zachowany. Niedawno wykazano, ze
homologiczne locus mbl u Drosophila melanogaster jest regulowane w podobny, tzn.
udowodniono, ze produkcja circRNA z tego locus stanowi mechanizm buforujgcy poziom
ekspresji MRNA mbl w ramach petli autoregulacyjnej'®>?’. Wykazano réwniez, ze ten
autoregulacyjny mechanizm dziata w sposob zalezny od typu tkanki, tj. ze jest zwigzany
z r6znymi izoformami circMbl w mézgu i oku?®’. Podsumowujac, wyniki dotyczace MBNL1
stanowig kolejny przyklad potwierdzajacy przydatno$¢ metody XRNAX do wylaniania
interesujacych 1 biologicznie istotnych RBP, ktorych oddzialywania z RNA warto badad
w kontekscie chorobowym. Uzyskano cenne informacje na temat procesow regulowanych
przez MBNL1 w kontek$cie dysmielinizacji; jednakze konieczne beda dalsze badania w celu
glebszego zrozumienia m.in. konsekwencji zaburzen funkcji MBNL1 dla jego
cytoplazmatycznych czasteczek docelowych oraz specyficznosci obserwowanych zmian
w zaleznosci od typu komorki. Zaobserwowano réwniez zmiany w poziomie transkryptow
MRNA i circRNA genu Mbnl2 w moézgach myszy Shi, co takze wymaga bardziej

szczegotowych badan.

Innym bialkiem, ktérego zmienione oddzialtywania z RNA w mozgu myszy Shi
zidentyfikowano za pomoca XRNAX, bylo PCBP1. Wyniki dotyczace tego biatka, ktore
wykazywato silniejsze wzbogacenie po XRNAX w moézgu myszy Shi w poréwnaniu do WT,
zostaty szczegdlowo opisane w publikacji, ktdrej pierwszym autorem jest autorka niniejszej
pracy doktorskiej??®, przy czym wickszo$é analiz eksperymentalnych dotyczacych PCBPI
wykonala dr Weronika Wendlandt-Stanek. Wiadomo, ze PCBP1 jest sktadnikiem granul
neuronalnych oraz granul formowanych w oligodendrocytach, gdzie wraz z hnRNPA2
uczestniczy w transporcie mRNA, przyczyniajac si¢ konkretnie do zatrzymania translacji
transportowanych transkryptow?%82%. Wykazano rowniez, ze PCBP1 tworzy kompleksy
z IncRNA Mena i HNRNP K, ktore biorg udziat w regulacji lokalnej translacji mRNA
w aksonach?®, Wspomniana publikacja (Sztachera i wsp., 2025%%%) pokazuje akumulacje
PCBP1 w moézgu myszy Shi, a doktadnie w ciatach komoérkowych (somach) komorek
mszystych we wnece zakrgtu zgbatego hipokampa. Do tej pory nie raportowano
nieprawidlowosci w zakrecie zebatym hipokampa w kontekscie demielinizacji lub
dysmielinizacji. Ponadto, fizjologiczna rola komoérek mszystych byla stabo poznana az do
odkrycia ich funkcji w konteks$cie padaczki skroniowej (TLE). Donoszono, ze komoérki mszyste
sg szczegolnie podatne na uszkodzenia wywotane napadami padaczkowymi, a ich czgsciowg

utrate uznaje si¢ za ceche charakterystyczng TLE?%%2, Sugeruje sie, ze przezywajace komorki
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mszyste odgrywaja role ochronng, zapobiegajac spontanicznemu postgpowi napadow
padaczkowych?”®. Na podstawie tych doniesien mozna spekulowaé, ze nieprawidtowa
akumulacja granul zwigzanych z PCBP1 moze by¢ powigzana z dysfunkcjg komorek
mszystych u myszy Shi. Zaobserwowano, ze zwigkszona akumulacja granul PCBPI jest
widoczna juz na wczesnym etapie, mniej wigcej w czasie poczatku manifestacji objawow
neurologicznych u myszy Shi. Oznacza to, ze wystapienie nieprawidtowosci molekularnych
w komorkach mszystych poprzedza pojawienie si¢ objawoéw fenotypowych. U dorostych
osobnikow liczba granul PCBP1 potraja si¢ w poréwnaniu do poziomu obserwowanego
w zakrecie zebatym w dniu postnatalnym 12 (P12). Sugeruje to, ze dysfunkcja komorek
mszystych poglebia si¢ wraz z progresja objawdéw neurologicznych u myszy Shi, takich jak
drzenie i napady padaczkowe?’*?", Co ciekawe, niedawne badanie wykazato, Ze biatko FUS
kolokalizuje z PCBP1 i PCBP2 w neuronach warstwy ziarnistej zakre¢tu zebatego oraz komorek
piramidalnych hipokampa, tworzac inkluzje cytoplazmatyczne w mézgach pacjentow z ALS?™®,
Pozostaje wiele pytan otwartych w kontekscie PCBP1 np., w jaki sposob formowane sg granule
PCBP1 w przebiegu postepujacej demielinizacji oraz jakie sktadniki RNA sg zawarte w tych
inkluzjach? Odpowiedzi na te pytania wymagaja dalszych badan. Niemniej jednak, zaburzenia
dotyczace akumulacji PCBP1 w hipokampie, ujawnione dzigki metodzie XRNAX, wskazuja

na potencjalne znaczenie tego biatka w patogenezie demielinizacji w OUN.
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Rycina 51. Zaburzenia oddzialywan PCBP1-RNA i MBNL1-RNA w mézgu z defektem
mielinizacji opisane w niniejszej dysertacji. Liczba granul PCBP1 jest wyraznie zwigkszona w mézgu
shiverer w komoérkach mszystych hipokampa. Wzdr docelowych transkryptow, ktorych splicing jest regulowany
przez MBNLI rozni si¢ migdzy mdézgiem pozbawionym mieliny a mézgiem typu dzikiego, co prawdopodobnie
jest zwiazane z zaburzeniem splicingu Mbnll i generowaniem kolistego RNA z tego miejsca. Opracowano na

podstawie abstraktu graficznego z manuskryptu Sztachera i wsp., 2025, Cell Reports.

5.3. Protokol RNA pull-down do badan oddzialywan circRNA-bialtko w tkance

Zrozumienie ztozonych sieci regulacji ekspresji gendow w komorce wymaga identyfikacji
1 charakterystyki interakcji pomigdzy roznymi klasami molekut, w tym oddziatywan RNA-
biatko oraz RNA-RNA. Metody RNA pull-down stanowig kluczowe narzedzie w tym obszarze,
umozliwiajac izolacje docelowej czasteczki RNA wraz z jej bezposrednimi partnerami
molekularnymi - biatkami lub innymi kwasami nukleinowymi. Potrzeba rozwoju

1 optymalizacji takich technik wynika z faktu, ze funkcje wielu czasteczek RNA, zwlaszcza
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niekodujacych, sa $cisle powigzane z ich zdolnoscig do tworzenia kompleksow z innymi
makromolekutami. Identyfikacja tych interaktorow jest czesto pierwszym krokiem do
rozszyfrowania mechanizméw dziatania danego RNA 1 jego roli w procesach komérkowych,
zarowno w fizjologii, jak 1 patologii. Najczesciej stosowane protokoty opierajg si¢ na
wykorzystaniu antysensownych oligonukleotydow (ASO) znakowanych biotyna, ktore poprzez
komplementarno$¢ sekwencji selektywnie wiaza docelowe RNA62188.189.191 ‘tworzone w ten
sposob kompleksy sg nastepnie wychwytywane z lizatow komorkowych lub tkankowych za
pomoca kulek pokrytych streptawidyna, a zwigzane z RNA biatka mozna zidentyfikowac, np.
metoda spektrometrii mas.

Pomimo ugruntowanej pozycji, metody RNA pull-down dedykowane do badania interakcji
INcRNA z RBP, jak znane i stosowane od lat protokoty RAP-MS818 j ChIRP-MS162186
charakteryzuja si¢ pewnymi ogolnymi ograniczeniami. Jednym z wyzwan technicznych jest
stabilizacja natywnych komplekséw RNA-biatko. Powszechnie stosowane sieciowanie UV,
cho¢ umozliwia utworzenie wigzan kowalencyjnych pomigedzy RNA a biatkami i zastosowanie
bardziej rygorystycznych warunkow oczyszczania, charakteryzuje si¢ niska wydajnoscia, co
moze prowadzi¢ do utraty informacji o stabych lub przejsciowych interakcjach!®4. Ponadto,
Kluczowym aspektem w konteks$cie analizy ilosciowej 1 jakosciowej RBP zwigzanych do RNA
jest wydajne wzbogacenie transkryptow. . Wiele endogennych circRNA i1 IncRNA wystepuje
w komorkach w niskiej liczbie kopii, co wymaga bardzo duzej ilo$ci materiatu wyjSciowego
do eksperymentow typu RNA pull-down. Zwigkszanie ilo§ci materialu moze prowadzi¢ do
powstania ,,tta”, czyli detekcji niespecyficznych biatek wigzacych si¢ z ASO lub kulkami, co
utrudnia identyfikacj¢ rzeczywistych interaktorow.

W przypadku badania interaktorow circRNA, sytuacja jest dodatkowo skomplikowana
przez ograniczenia wynikajace z obecnosci sekwencji mRNA, ktore zawieraja te same egsony
co circRNA. Kluczowym etapem RNA pull-down jest zaprojektowanie specyficznych sond. Ze
wzgledu na fakt, ze circRNA w przewazajacej wickszosci powstaja z tych samych loci
genowych co ich liniowe odpowiedniki mRNA 1 dzielg z nimi wigkszo$¢ sekwencji, jedynym
unikalnym regionem celowania do zaprojektowania komplementarnych sond jest sekwencja
BSJ. Ogranicza to mozliwo$¢ projektowania sond komplementarnych wytacznie do sekwencji
BSJ. Takie podejscie, cho¢ konieczne dla zachowania swoisto$ci, moze zmniejsza¢ wydajnos¢
wychwytywania circRNA lub nawet je uniemozliwia¢, jesli np. sekwencja BSJ jest zwigzana
przez bialko. Ponadto, przy nieoptymalnym projekcie sond moze dochodzi¢ do czgéciowego,

niespecyficznego wychwytywania liniowych mRNA.
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Dotychczas opublikowano jedynie kilka protokotow dedykowanych izolacji biatek
zwigzanych z circRNA?427®, Niestety, wiekszo$¢ z nich posiada istotne ograniczenia, ktore
praktycznie uniemozliwiajg badanie interakcji circRNA-RBP w tkankach. Zaproponowane
protokotly zostaty zwalidowane i zastosowane gtownie w liniach komoérkowych, przyktadowo
do badania biatek oddziatujacych z circMLL(9,10) oraz circYAP?"®27" Co wiecej, wiele z tych
metod opiera si¢ na nadekspresji badanych circRNA przed wykonaniem eksperymentu pull-
down?™276277 " Jest to podejécie uzyteczne do badania potencjalnych interakcji, jednak nie
odzwierciedla ono fizjologicznych poziomow endogennych circRNA, ktore czesto wystepuja
w niskiej liczbie kopii, i utrudnia przeniesienie tych metod na material tkankowy, gdzie
nadekspresja jest niemozliwa. Nawet w przypadku protokotow zoptymalizowanych dla
endogennych circRNA w linii komorkowej bez ich nadekspresji, jak w przypadku circHipk2,
poziom wzbogacenia tego circRNA w eluacie byl jedynie dwukrotnie wyzszy niz dla
kontroli?®, Taki stosunkowo niski odzysk docelowego RNA moze by¢ niewystarczajacy do
identyfikacji mniej licznych lub stabiej wiazacych si¢ do CircRNA interaktorow biatkowych
lub miRNA.

Bioragc pod uwage powyzsze wyzwania, zarowno te ogdlne dla RNA pull-down oraz te
specyficzne dla circRNA, ograniczenia dotychczasowych protokotow circRNA pull-down, jak
i dodatkowe trudnosci zwigzane z pracg z tkankami, istnieje potrzeba opracowania i walidacji
metody pozwalajacej na efektywne badanie interakcji endogennych circRNA z biatkami
bezposrednio w tkankach. W odpowiedzi na te potrzeby, w niniejszej pracy doktorskiej podjeto
probe zaprojektowania i zoptymalizowania nowego protokotu RNA pull-down, specjalnie
dostosowanego do badania oddziatywan endogennych circRNA z biatkami w tkance
moézgowej. Procedura przetwarzania tkanki moézgowej, obejmujaca homogenizacj¢ metoda

228 § zastosowana

biopulweryzacji oraz sieciowanie UV, zostala wczesniej zoptymalizowana
w niezmienionych warunkach jako etap przygotowawczy. Nastepnie, kluczowe etapy samego
protokotu RNA pull-down, czesciowo zaczerpnigte z istniejagcych metod takich jak RAP-
MS18818% PRI j ChIRP-MS6218  7ostaty starannie dostosowane do specyfiki pracy
z materiatem tkankowym oraz do badania kolistych RNA. Optymalizacji poddano mi¢dzy
innymi stezenie ASO, czas i temperatur¢ hybrydyzacji circRNA z sonda oraz rodzaj kulek
magnetycznych stosowanych do wzbogacania kompleksow circRNA-biatko. Celem
opracowania takiego protokotu bylo uzyskanie bardziej rzeczywistego obrazu oddziatywan

tych czasteczek w warunkach in vivo, co jest kluczowe dla petniejszego poznania biologicznych

funkcji kolistych RNA.
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Wstepne optymalizacje protokotu, przeprowadzone na modelowej czasteczce Cdrlas,
objety kluczowe parametry, takie jak stezenie i rodzaj sond (testowano zar6wno zestaw wielu
krotkich ASO celujacych w sekwencje wewnetrzng, jak i1 pojedyncza, dtuzsza sondg
skierowang na unikalne zlacze BSJ), czas i temperatur¢ hybrydyzacji oraz typ kulek
magnetycznych. Skuteczno$¢ zoptymalizowanego protokotlu potwierdzono poprzez wydajne
i specyficzne wzbogacenie modelowej czasteczki Cdrlas z mozgu myszy typu dzikiego. Jak
przedstawiono w sekcji wynikow (Ryc. 41), procedura circRNA pull-down z uzyciem wielu
krotkich sond DNA komplementarnych do Cdrlas lub jednej sondy DNA zorientowanej na
BSJ umozliwita powtarzalne, wydajne (30-40% odzysku) i specyficzne wzbogacenie tej
docelowej czasteczki, co potwierdzono brakiem istotnego wychwytu innych transkryptow.
Zwigkszenie materiatu wyjsciowego z potowy mozgu do dwoch mézgdéw na probke dodatkowo
zwigkszyto wychwyt Cdrlas pigciokrotnie. Co istotne, potwierdzono rowniez specyficznosé
metody poprzez wykazanie efektywnego wychwycenia z tkanki mozgowej znanych i dobrze
scharakteryzowanych interaktorow Cdrlas, takich jak biatko AGO2 oraz miR-7%124125.132,

Wobec przedstawionych wyzwan 1 istniejgcej luki metodologicznej, kluczowym celem
niniejszej pracy bylo nie tylko opracowanie i zoptymalizowanie protokotu circRNA pull-down
efektywnego w tkance mozgowej (Cel szczegotowy 3), ale przede wszystkim jego praktyczne
zastosowanie do identyfikacji molekularnych partneréw — biatek i miRNA — oddziatlujacych
z wybranymi circRNA in vivo (Cel szczegdtowy 4). Oczekiwano, ze identyfikacja tych
interaktorow dostarczy fundamentalnego wgladu w potencjalne mechanizmy dziatania
analizowanych circRNA i przyblizy ich funkcje w mozgu.

Pozytywna walidacja metody na znanych interaktorach Cdrlas zachecita do dalszych
badan, majacych na celu odkrycie nieopisanych dotad biatek partnerskich dla tej czasteczki.
Barwienie srebrem biatek z eluatow Cdrlas pull-down juz na tym etapie sugerowato, ze Cdrlas
oddziatuje z wieloma potencjalnymi partnerami biatkowymi w mézgu (Ryc. 46). Podkreslono
rowniez, ze uzycie odpowiednich kontroli (np. myszy Cdrlas KO) jest absolutnie kluczowe w
eksperymentach circRNA pull-down w tkance, aby odr6zni¢ biatka specyficznie oddziatujace
z danym circRNA od niespecyficznego tta.

Potaczenie protokotu circRNA pull-down z analizag proteomiczng metodag LC-MS/MS
pozwolito na systematyczng identyfikacje tych interaktoréw. Zidentyfikowano 61 biatek
wykazujacych istotne wzbogacenie w eluatach po eksperymencie Cdrlas pull-down z mézgu
WT wzgledem moézgu myszy Cdrlas KO (Ryc. 47). Analiza funkcjonalna tej grupy 61
wzbogaconych biatek (GO) ujawnita istotne statystycznie kategorie, obejmujace biatka

cytoplazmatyczne, neuronalne i synaptyczne (w tym 11 bialek powigzanych z Synapsami
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glutaminergicznymi) oraz bialka rybosomalne. Odkrycia te sa zgodne z wcze$niejszymi
doniesieniami dotyczacymi cytoplazmatycznej lokalizacji Cdrlas w komoérkach uktadu
nerwowego®'?® | mogg wspiera¢ dane wskazujace na funkcje tego kolistego RNA
w zakonczeniach nerwowych'?>!3, Szczegolnie interesujace jest zidentyfikowanie wsrod
biatlek wzbogaconych po Cdrlas pull-down, grupy molekut funkcjonujacych w synapsach
neurondw glutaminergicznych, co doskonale wpisuje si¢ w niedawne doniesienia Cerda-Jara

i wsp.133

o roli Cdrlas w modulacji uwalniania glutaminianu. Uzyskane w niniejszej pracy
wyniki, wskazujace (lecz niepotwierdzajgce) na bezposrednie oddziatywanie Cdrlas z tymi
biatkami synaptycznymi mogg sugerowac, ze jego rola wykracza poza samo buforowanie miR-
7. Warto w tym miejscu przypomnie¢, ze kilka biatek synaptycznych zidentyfikowanych
w XRNAX?28 | pCLAP? wykazuje potencjat wigzania RNA, mimo braku klasycznych domen
RBD. By¢ moze Cdrlas pehi funkcje rusztowania molekularnego dla okreslonych biatek
synaptycznych, wptywa na ich stabilno$¢ lub lokalizacje. Jest to ciekawa hipoteza, ktora
oczywiscie wymaga dalszych bardziej szczegoétowych badan.

Wsrod zidentyfikowanych po Cdrlas pull-down kanonicznych RBP wykryto migdzy
innymi CELF2 oraz hnRNP R (Ryc. 47), a mapowanie peptydow potwierdzito ich lokalizacje
w obrebie domen RBD. Jak wskazano, rodzina bialek CELF, do ktorej nalezy CELF2, reguluje
wiele etapow przetwarzania RNA, od alternatywnego splicingu po translacje?!. W ukladzie
nerwowym, CELF2 zlokalizowane w cytoplazmie komorek i petni funkcjg¢ inhibitora translacji
mRNA?2, W niniejszej pracy, pokazano, ze sekwencja Cdrlas zawiera az 40 motywow UGU
oraz motywy UGUA i1 UGUU (Ryc. 47G). Sa to sekwencje preferencyjnie wigzane przez
CELF2, co potwierdzaja nowsze doniesienia oparte na danych CLIP-seq®®*?%. Wczesniej
biatko to identyfikowano jako wiazace powtdrzenia CUG?®, ktore to, co ciekawe, rowniez
licznie wystgpuja w sekwencji Cdrlas; doktadnie obecnych jest 31 takich motywow. Tak duza
liczba potencjalnych miejsc wigzania CELF2 na czasteczce Cdrlas moze sugerowac ich
bezposrednig interakcje. Biorgc pod uwage zaangazowanie CELF2 w regulacje¢ translacji oraz
jego obecno$¢ w interaktomie Cdrlas obok bialek rybosomalnych i synaptycznych, mozna
wysuna¢ hipoteze, ze Cdrlas poprzez wigzanie CELF2 mogtby uczestniczy¢ w modulowaniu
translacji specyficznych mRNA w neuronach, potencjalnie w obrgbie synaps.

Podobnie intrygujace jest wykrycie biatka hnRNP R jako potencjalnego interaktora Cdrlas,
z peptydami mapujacymi si¢ rowniez do jego domen RBD (Ryc. 47F). HnRNP R, jako
klasyczne RBP, zaangazowane jest w roznorodne aspekty metabolizmu RNA. Chociaz jego
glowne funkcje zostaty opisane w kontekscie jego lokalizacji w jadrze komorkowym, hnRNP

R wystepuje rowniez w cytoplazmie, gdzie moze uczestniczy¢ w regulacji mRNA, w tym w
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ich transporcie do odlegtych przedziatéw neuronalnych?®'-2%, Funkcje hnRNP R w neuronach
sa wielorakie i opisane rowniez w kontek$cie utrzymania integralnosci i funkcji aksonow.
Badania wykazaly, ze hnRNP R jest niezbedne dla prawidtowego wzrostu aksondéw
w motoneuronach, regulujac ich transkryptom, w tym mRNA kodujace biatka zaangazowane
w transmisje synaptyczng i kierowanie aksonéw?®4. Utrata hnRNP R prowadzi do defektow
wzrostu aksonéw, co podkresla jego fundamentalng role w rozwoju neuronalnym?42° Co
wiecej, hnRNP R odgrywa role w kontrolowaniu lokalnej syntezy bialek w aksonach, co jest
kluczowe dla ich wzrostu i tworzenia potaczen nerwowo-migsniowych. Mechanizm ten
obejmuje interakcj¢ hnRNP R z transferazg O-GIcNAc i modulacjg O-GIcNAcylacji czynnika
inicjacji translacji elF4G, co wplywa na syntez¢ komponentéw cytoszkieletu i biatek
synaptycznych??, Niedawne doniesienia wskazuja réwniez na zaangazowanie hnRNP R
w regulacje transportu 1 utrzymanie funkcjonalnosci mitochondriow aksonalnych
w motoneuronach??, Wykazano, ze glownym partnerem hnRNP R w neuronach ruchowych
jest niekodujacy RNA 7SK. HnRNP R i 7SK wspotdziataja w regulacji transkryptomu
aksonalnego, a funkcja 7SK we wzroécie aksonéw zalezy od jego interakcji z hnRNP R%,
Identyfikacja hnRNP R w eluacie po Cdrlas pull-down, otwiera zatem mozliwos¢, ze Cdrlas
moze stanowi¢ kolejny, dotychczas nieopisany, NCRNA oddzialujacy z hnRNP R w neuronach.
Dalsze badania nad konsekwencjami funkcjonalnymi interakcji Cdrlas:hnRNP R sg wysoce
uzasadnione, aby lepiej zrozumie¢ molekularne mechanizmy lezace u podstaw funkcji Cdrlas
w komorkach nerwowych.

Szczegdlng uwage zwrocono rowniez na biatko PCBP1, dla ktérego zidentyfikowano 11
peptydow, w tym jeden silnie wzbogacony 1 mapujacy si¢ do domen KH1 1 KH2 (Ryc. 48)
w eluatach uzyskanych po eksperymentach Cdrlas pull-down. Obecnos¢ PCBP1 w eluacie po
Cdrlas pull-down potwierdzono metodag Western blot. Bioragc pod uwage wczesniejsze
obserwacje dotyczace zmian w interakcjach PCBP1 z RNA w mézgu z defektem mielinizacji??®
oraz jego znang role w kompleksach z IncRNA Mena i biatkami hnRNP w regulacji lokalne;j
translacji mMRNA w aksonach?”®, odkrycie, ze PCBP1 wiaze otwiera nowe perspektywy.
Lacznie, wyniki te moga sugerowaé bardziej rdéznorodne i ztozone funkcje Cdrlas
w komorkach ukladu nerwowego niz dotychczas opisano tj. w kontek$cie wigzania miR-7.

Uzytecznos¢ CircRNA pull-down sprawdzono rowniez w badaniu innych czgsteczek
circRNA, o ktorych funkcjach wiadomo znacznie mniej. Zastosowanie zoptymalizowanego
protokotu CircRNA pull-down z sonda komplementarng do BSJ dla circHipk3(2)
I circDtnb(5,6,7,8) pozwolito na ich wydajne i specyficzne wzbogacenie (Ryc. 42). Juz na

etapie analizy barwienia srebrem biatek pozyskanych z eluatow po eksperymentach pull-down
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dla circHipk3(2) i circDtnb(5,6,7,8) zaobserwowano liczne réznice w profilu biatkowym
w poréwnaniu do kontroli negatywnej (pull-down z sondg anty-gfp), co silnie sugeruje, ze te
czasteczki circRNA réwniez oddziatujg z biatkami w mdzgu (Ryc. 50).

Szczegolng uwage poswiecono dalszej charakterystyce circDtnb(5,6,7,8), dla ktorego
uzyskano wysoka wydajno$¢ wzbogacenia (~30% z potowy mozgu, ~80% z dwdch mozgow;
Ryc. 49), bliska wzbogaceniu Cdrlas. Dotychczasowe, nieliczne doniesienia®®’ sugerowaty
jego role w modelu cigezkiego ostrego zapalenia trzustki poprzez interakcje z miR-6938-3p
i regulacj¢ genu Calbl. W niniejszej pracy, pomiary okre$lajgce obecno$é ponad 500 réznych
miRNA w eluatach po circDtnb(5,6,7,8) pull-down ujawnity tylko kilka potencjalnie
oddziatujagcych miRNA, w tym miR-124. Analiza bioinformatyczna potwierdzita obecno$¢
przewidywanego miejsca wigzania sekwencji seed miR-124 w obrgbie circDtnb(5,6,7,8). MiR-
124-3p jest jednym z najobficiej wystgpujacych miRNA w mozgu myszy, odgrywa kluczowa
role w réznicowaniu neuronow, regulacji funkcji synaptycznych i jest czynnikiem inicjujagcym
zmiany metaboliczne podczas neurogenezy®®2%1, Sam circDtnb(5,6,7,8) jest rowniez
wzbogacony w zakonczeniach synaptycznych. Wigzanie circDtnb(5,6,7,8) z miR-124 moze
zatem sugerowa¢ na udzial tej kolistej czasteczki w regulowaniu miR-124. Potencjalne
konsekwencje tego oddzialywania musza pozosta¢ w sferze spekulacji, bowiem wymagaja
dalszych badan w tym kierunku.

W przypadku kolejnych dwoch circRNA, circStau2(2,3,4,5) oraz circGigyf2(4,5,6,7,8),
rowniez udato si¢ wyodrebni¢ docelowe czasteczki z homogenatow mozgu, jednak
zaobserwowano jednoczesne, cho¢ w réoznym stopniu, wychwytywanie mRNA pochodzacych
z tych samych loci genowych. Zastosowanie pojedynczej sondy komplementarnej do BSJ
zapewniato wydajny wychwyt docelowych circRNA. Obserwowany w tych przypadkach brak
specyficznoséci dla circRNA nalezy przypisa¢ wigzaniu cze$ci sondy DNA do transkryptu
MRNA.

W celu rozwigzania problemu wychwytu mRNA w circRNA pull-down i potencjalnego
zwigkszenia specyficznosci wzbogacania docelowego circRNA, zbadano mozliwo$¢ usunigcia
frakcji mRNA z lizatu tkanki mozgowej przed wlasciwym eksperymentem circRNA pull-down.
W tym celu zastosowano trawienie RNazg R, ktora selektywnie degraduje liniowe RNA, oraz
separacj¢ na kulkach oligo(dT) w celu dalszej deplecji mRNA. Nalezy zaznaczy¢, ze cho¢
trawienic RNazg R bylo wczesniej stosowane w celu wzbogacenia frakcji circRNA, to
w opublikowanych pracach stosowano je na oczyszczonym RNA wyizolowanym z linii
komorkowych?t"249250 3 nie w lizatach tkankowych. Po przeprowadzeniu optymalizacji

stezenia RNazy R 1 sktadu soli, ktére dodawano do lizatow tkankowych, wykazano usuniecie
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okoto 50-80% testowanych mRNA i rRNA z lizatu tkanki mézgowej po samym trawieniu
RNaza R. Dodanie etapu selekcji mRNA na kulkach oligo(dT) po trawieniu enzymatycznym
zwiekszyto skuteczno$¢ usuwania mRNA do 60-90%. Te wstepne optymalizacje usuwania
mRNA z lizatéw tkankowych daja obiecujace wyniki, lecz wymagaja jeszcze dopracowania.
Nalezy rowniez zwrdci¢ uwage na pewne ograniczenia. Zaobserwowano, ze niektore duze
czasteczki circRNA (np. Cdrlas) moga by¢ czeSciowo trawione przez nukleazy, a przy
zastosowaniu dodatkowego etapu z kulkami oligo(dT) niektore circRNA, posiadajgce w swojej
sekwencji dtuzsze motywy zawierajgce kilka powtoérzonych adenin (np. circGigyf2(4,5,6,7,8)
ulegaly czesciowemu usunieciu. Wskazuje to na konieczno$¢ starannej optymalizacji
1 walidacji tej strategii dla kazdego badanego circRNA indywidualnie, aby zroéwnowazy¢

korzysci ptynace ze zwigkszonej specyficznosci z potencjalng utratg docelowej czasteczki.

5.4. Podsumowanie wkladu pracy w poznanie funkcji circRNA i hipotezy do dalszych
badan

Jak dotad nie wykazano jednej globalnej, uniwersalnej funkcji dla wszystkich kolistych
RNA. Role tych czasteczek odkrywane sg indywidualnie dla pojedynczych przyktadow
circRNA. Zbadano funkcje kilku kolistych RNA waznych dla funkcjonowania moézgu
i neuronéw, w tym circHomer1, circCwc27 i Cdrlas!?133140-142

Niniejsza praca doktorska wnosi istotny wktad w zrozumienie interakcji i potencjalnych
funkcji circRNA w mozgu. Po pierwsze, opracowano i zwalidowano nowatorski protokot
circRNA pull-down efektywny w tkance mozgowej, umozliwiajacy badanie natywnych
komplekséw circRNA-miRNA-biatko. Po drugie, dzigki zastosowaniu tej metody,
zidentyfikowano szereg nowych biatek, ktore moga by¢ interaktorami Cdrlas, w tym biatka
synaptyczne i RBP takie jak PCBP1 czy CELF2, co sugeruje jego wieloaspektowg role
wykraczajaca poza funkcje stabilizatora miR-7'2°, obejmujaca potencijalnie stabilizacje biatek
synaptycznych i udziat w transporcie, czy lokalnej translacji. Po trzecie, pokazano, ze inne,
mniej poznane circRNA obecne w mozgu, takie jak circHipk3(2) i circDtnb(5,6,7,8), rowniez
oddziatujg z biatkami, a dla circDtnb(5,6,7,8) potwierdzono interakcj¢ z kluczowym dla funkcji
neuronalnych miR-124. Kolejnym waznym odkryciem jest udziat circMbnl1(3,4,5,6)
w regulacji wiaczania eksonow 5 i 6 zawierajacych NLS do powstajacego mRNA i tym samym
lokalizacji biatka MBNLI1. Inng istotng obserwacja jest antagonistyczna zmiana poziomu
ekspresji dwoch czasteczek circRNA z locus Mbnl w moézgu z deficytem mieliny??8.

Laczac wczesniejsze wyniki badan z danymi uzyskanymi w prezentowanej rozprawie
doktorskiej, mozna zauwazy¢ pewne interesujace zaleznosci i sformulowac hipotezy do

dalszych badan. Koliste RNA czesto powstaja z gendw kodujacych biatka synaptyczne i same
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rowniez wykazuja tendencje do lokalizacji w zakonczeniach nerwowych®*!4, Nowe wyniki
badan, przedstawione w niniejszej pracy, potwierdzaja zdolnos¢ tych czasteczek do wigzania
biatek (w tym prawdopodobnie biatek synaptycznych) oraz ich interakcje z miRNA, ktore sg
kluczowe dla regulacji plastycznosci synaptycznej. Te obserwacje moga wskazywac¢ na
bardziej globalng rol¢ kolistych RNA w modulowaniu funkcji synaptycznych, poprzez
jednoczesne regulowanie i/lub stabilizowanie zaréwno biatek, jak 1 mikroRNA w tych
wyspecjalizowanych przedziatach komoérkowych. Ponadto, obserwacje dotyczgce zmian
pozioméw ekspresji circRNA z locus Mbnl mogg sugerowaé istnienic mechanizmow
kompensacyjnych, gdzie rézne czasteczki circRNA, by¢ moze nawet pochodzace z tego
samego lub spokrewnionych loci genowych, moga wzajemnie wplywaé na swoje poziomy lub
funkcje. Obie te hipotezy, dotyczace roli circRNA w funkcji synaps oraz potencjalnych
mechanizméw kompensacyjnych miedzy nimi, stanowig wazny i ciekawy punkt wyjscia dla
przysztych badan nad funkcjami tej wciaz enigmatycznej klasy czasteczek RNA. Dalsze
badania powinny skupi¢ si¢ na szczegdétowej charakterystyce nowo zidentyfikowanych
interaktorow biatkowych dla Cdrlas i innych circRNA, walidacji tych interakcji oraz badaniu
ich konsekwencji funkcjonalnych w kontek$cie neuronalnym, zarowno w zdrowiu, jak

i w chorobie.
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6. Whnioski
Glowne cele niniejszej rozprawy  doktorskiej  obejmowaly  opracowanie
wysokoprzepustowych metod umozliwiajacych charakteryzowanie endogennych oddziatywan
RNA-biatko w tkance médzgowej myszy. Zoptymalizowane metody wykorzystano dalej do
oceny zmian w interakcjach RNA-biatko w mozgu z defektem mielinizacji oraz do przyblizenia
funkgcji kolistych RNA w komoérkach uktadu nerwowego.
Uzyskane wyniki, pozwolity wysuna¢ nastgpujace wnioski:
1. Biopulweryzacja tkanki moézgowej zapewnia efektywne stabilizowanie
i zachowanie integralnos$ci interakcji RNA-bialko do dalszych badan natywnych
oddzialywan RNA-bialko w tej tkance.
Wykazano, ze metoda homogenizacji mézgu poprzez biopulweryzacje potaczona
z sieciowaniem kompleksow RNA-biatko swiattem UV przy dlugosci fali 254 nm,
zapewnia wydajne stabilizowanie interakcji RNA-biatko, przy jednoczesnym
zachowaniu wysokiej jakosci RNA. Potwierdzono, ze metoda homogenizacji przez
proszkowanie tkanki, moze by¢ z powodzeniem wykorzystana do dalszych procedur
takich jak XRNAX, RNA pull-down, czy potencjalnie innych metod obejmujacych
naswietlanie tkanki mozgowej §wiattem UV przed analiza kompleksow RNA-biatko,
przy jednoczesnym zachowaniu fizjologicznie istotnych interakcji.
2. Wstepne etapy protokolu XRNAX mozna wykorzystaé¢ do oceny efektywnosci
stabilizowania kompleksow RNA-bialko w materiale tkankowym.
Za pomoca metod biologii molekularnych okreslono potencjal metody XRNAX
poprzedzonej homogenizacja tkanki moézgowej 1 naswietlaniem $wiatlem
w odzyskiwaniu kompleksow RNA-biatko z interfazy po separacji fazowej. Okazalo si¢
to roéwniez uzyteczne dla wytypowania circRNA o potencjale wigzania bialek 1 moze
zosta¢ wykorzystane do oceny takiego potencjatu dla dowolnej, interesujacej czasteczki
RNA.
3. XRNAX ma zastosowanie w wysokoprzepustowych analizach interaktomu RNA-
bialko w tkance mozgowej.
XRNAX w polaczeniu z wzbogaceniem kompleksow RNA-biatko na kolumnach
krzemionkowych pozwolit na identyfikacje setek wysoce specyficznych dla mozgu
RBP i peptydow, ktore znajduja si¢ w regionach biatkowych bezposrednio
zaangazowanych w wigzanie czgsteczek RNA. XRNAX nie faworyzuje odzysku RNA
ze wzgledu na obecnos$¢ ogona poli(A), a zatem moze zosta¢ wykorzystany do badania

interakcji pomiedzy biatkami a dowolnym typem RNA.
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4. XRNAX wykonany w mézgach myszy szczepu dzikiego i z defektem mielinizacji

stanowi cenne zrodlo danych na temat oddzialywan RNA-bialko w mézgu
i pozwala na okreSlenie zmian w funkcjonowaniu komplekséw RNA-bialko
w chorobach o podlozu neurologicznym.
Protok6t XRNAX zostal wykonany na tkance mézgowej typu WT oraz na mozgu
myszy shiverer z wrodzonym defektem formowania mieliny. W obu przypadkach
zidentyfikowano kilkaset biatek, z czego zdecydowana wigkszo$¢ stanowi znane RBP.
Poréwnanie uzyskanych zestawow danych pozwolito ustali¢, ze kilkadziesigt biatek
zidentyfikowanych w obu zestawach danych XRNAX wykazuje roznice w interakcjach
z RNA (w tym biatka zaangazowane w granule cytoplazmatyczne i regulacje
alternatywnego splicingu), co nie bylo widoczne na poziomie calkowitej ekspresji
samego RNA czy biatka. Protokét mozna wykorzysta¢ do badania zmian na poziomie
interakcji RNA-biatko w dowolnej tkance.

5. Alternatywny splicing transkryptéw wzbogaconych w mézgu i regulowanych

przez MBNL1 jest zmieniony u myszy shiverer wzgledem myszy zdrowych, co
prawdopodobnie jest wynikiem zwig¢kszonej akumulacji MBNL1 w jadrach
komorkowych.
Analiza gendw, ktorych splicing jest regulowanych przez MBNLI1 ujawnita
zrOznicowane wzorce tworzenia izoform mRNA Picalm, Add3, Mbnl2 i Sorbsl
w mozgu shiverer wzglegdem WT, co powigzano z akumulacjg jadrowa MBNLI
w mozgu deficytem mieliny.

6. Subkomoérkowa lokalizacja MBNL1 i jego zwiekszona akumulacja w jadrze
komérkowym mogg by¢ regulowane przez produkcje circRNA z genu Mbnl1.
Wykazano translokacje biatka MBNL1 do jadra komoérkowego w mozgu z defektem
mielinizacji wzgledem WT, co zostalo powigzane ze zmianami ilo§ciowymi
w izoformach transkryptéw generowanych z genu Mbnll, a w szczegdlnosci z obnizong
ekspresja jednego z kolistych RNA, ktory zawiera sygnat lokalizacji jadrowej (NLS)
i podwyzszong ekspresja mRNA z sekwencjg NLS. Te wyniki to pierwszy w literaturze
swiatowej dowdd na to, ze deregulacja circRNA moze wplywaé na lokalizacje biatka
kodowanego przez ten sam gen, co CircRNA.

7. Nowy protokél circRNA pull-down mozna wykorzysta¢ do wzbogacania
endogennych kolistych RNA bezposrednio z tkanki mozgowej.

Opracowano i1 zoptymalizowano protokot wzbogacania endogennych circRNA z tkanki

moézgowej myszy. Potwierdzono bardzo wydajne (30-80%, w zaleznosci od wielkosci
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10.

materialu wyjsciowego) i specyficzne wzbogacanie circRNA Cdrlas protokotem RNA
pull-down z tkanki moézgowej za pomocg dwoch typow sond DNA. Ponadto,
zakonczony powodzeniem, protokét zastosowano do badania innych endogennych
kolistych RNA, w tym circDtnb(5,6,7,8) i circHipk3(2) .

circRNA pull-down odzyskuje koliste RNA wraz ze zwigzanymi do nich biatkami
I mMIRNA.

Zastosowane metody biologii molekularnej oraz metody wysokoprzepustowe,
potwierdzity uzyteczno$¢ protokotu circRNA pull-down do wzbogacania kolistego
RNA wraz ze zwigzanymi z nim biatkami, czy miRNA in vivo z mézgu, co mozna
przetozy¢ na badania w innej interesujacej tkance.

Cdrlas wigze PCBP1 i moze peki¢ role¢ w stabilizowaniu lub modelowaniu funkcji
bialek neuronalnych.

Wysokoprzepustowa analiza proteomiczna LC-MS/MS po Cdrlas pull-down ujawnita
nowe interakcje tej czasteczki z biatkami. Wsrdd biatek i peptydow specyficznie
wzbogaconych po pull-down Cdrlas znalazly si¢ biatka RBP, takie jak CELF2, hnRNP
R czy PCBP1. Dodatkowo wykryto znane biatka synaptyczne zwiazane z Cdrlas.
Uzyskane wyniki wskazuja na funkcje Cdrlas w stabilizacji biatek w synapsach lub/
1 na udzial w lokalnej translacji mRNA w neuronach, co moze pomo6c wypetni¢ ,,luke”
w wiedzy dotyczacej funkcjonowania tej czasteczki w komorkach uktadu nerwowego.
Kolisty RNA circDtnb(5,6,7,8) wigze miR-124-3p.

Analiza ekspresji miRNA metoda NanoString nCounter miRNA Expression Assay
w eluatach po circDtnb(5,6,7,8) pull-down ujawnita wigzanie miR-124-3p, ktory jest
najobficiej wystepujacych miRNA w mozgu myszy i odgrywa kluczowa rolg
w roznicowaniu neuronow. CircDtnb(5,6,7,8) moze wiec potencjalnie regulowaé

funkcje miR-124 w neuronach, a doktadnie w synapsach.
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