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Genom ludzki ma gtéownie niekodujacych charakter, co oznacza, ze 99% sekwencji nie ma zdolnosci do
wytwarzania bialek — ztozonych czasteczek, ktore sg niezbgdne z punktu widzenia struktury i funkcji komorek.
Co ciekawe, niekodujagce DNA wytwarza roézne typy RNA, majacych zdolno$¢ kontrolowania aktywnosci
gendéw kodujacych biatka (~19,000) na réznych poziomach. Dhugie niekodujace RNA (ang. long noncoding
RNAs, IncRNAs) — czasteczki RNA dhluzsze niz 200 nukleotydoéw, ktore nie wytwarzaja zadnego
funkcjonalnego biatka — to najbardziej zagadkowa i jednoczesnie najbardziej intrygujaca klasa niekodujacych
RNA. Chociaz wiele IncRNA odgrywa role w kluczowych procesach fizjologicznych i patologicznych, wcigz
niewiele o nich wiemy. Nawet nie mamy pewnosci, jaka jest ich catkowita liczba w naszym genomie. Brakuje
nam takze sposobu na precyzyjne okreslenie, ktore IncRNA sa funkcjonalne. W rezultacie, cho¢ w naszym
genomie zidentyfikowano juz ponad 100,000 genéw produkujacych niekodujace RNA, jedynie <2% z nich
jest scharakteryzowanych funkcjonalnie. Stad tez, ujawnienie ich petnego, biologicznego potencjatu wymaga
odpowiedzi na kluczowe pytanie: ,,Jak funkcje [ncRNA sq przechowywane w ich pierwotnej sekwencji?”.

Najpopularniejsza w biologii definicja ,,funkcji” odnosi si¢ do aktywno$ci molekut, narzadéw i ukladow.
Jednak w biologii ewolucyjnej ,,funkcja” jest przyczyna obecnosci jakiego$ obiektu lub procesu w systemie.
Ewolucja to proces, ktory zachowuje kluczowe funkcje biologiczne przekazujac je jako fragmenty sekwencji
DNA z jednego genomu do drugiego na przestrzeni miliondéw lat. Dlatego tez zachowawczo$¢ ewolucyjna
czgsto oznacza obecnos¢ podobnych genow, ich fragmentow lub nawet duzych fragmentow DNA w
genomach réznych gatunkow. Zatem zachowawczo$¢ ewolucyjna odzwierciedla nie tylko wspdlne
pochodzenie gatunkow, ale takze funkcjonalne znaczenie fragmentéw DNA, ktére zostaly zachowane.
Poréwnania mi¢dzygatunkowe okazaly si¢ by¢ skuteczng metodg identyfikacji funkcjonalnych regiondw w
genomie. Przez lata badania oparte na zachowawczosci ewolucyjnej znacznie poglebity naszg wiedze na temat
gendéw kodujacych biatka. Dlatego tez oczekuje si¢, ze dostarcza one roéwniez informacji na temat
funkcjonalnos$ci IncRNA. Jednakze w przeciwienstwie do wigkszosci silnie zachowanych genoéw kodujacych
biatka, IncRNA ewoluuja szybko i jedynie <100 z nich ma wykrywalng zachowawczo$¢ sekwencji pomigdzy
czlowiekiem, a danio preggowanym — malg tropikalng rybka. Jednoczesnie tysigce IncRNA wykazuja
zachowawczo$¢ pozycyjna w tych gatunkach bez wykrywalnych podobienstw na poziomie sekwencji, co
oznacza, ze natura ma tendencj¢ do utrwalania lokalizacji i kolejnosci IncRNA, a nie ich sekwencji. Niektore
z zachowanych pozycyjnie IncRNA zawierajg krotkie fragmenty sekwencji (<20 nt), ktore takze sg utrwalone
ewolucyjnie. Nie sa one jednak wykrywane przez standardowe narzedzia, ktore zaprojektowane zostaly do
analizy porownawczej genow kodujacych biatka, posiadajacych dlugie odcinki DNA o wysokim poziomie
zachowawczosci. Inng wazng réznicg pomigdzy IncRNA, a genami kodujacymi bialtka jest sposob ich
przetwarzania przez komorke. Droga od genu do biatka jest niemalze identyczna dla wszystkich genow
kodujacych biatka. Najpierw informacja zakodowana w DNA przepisywana jest na RNA w jadrze, a nastepnie
transportowana do cytoplazmy, gdzie wytwarzane jest biatko. LncRNA majg znacznie bardziej réznorodne
sposoby przetwarzania przez komorke, poniewaz specyficzna lokalizacja komoérkowa jest podstawa ich
funkcji. W przeciwienstwie do genéow kodujacych biatka, koncowym produktem aktywnosci genu IncRNA
jest dojrzata czasteczka RNA. Ze wzgledu na zmniejszong stabilnos¢, RNA musi by¢ natychmiast dostarczone
do okre$lonego przedzialu komorkowego — miejsca jego dziatania. W rezultacie populacje IncRNA
charakteryzuja si¢ roznorodnymi lokalizacjami komorkowymi, obejmujacymi jadro, cytoplazme,
mitochdondria, itp. Co ciekawe odstanie badania pokazuja, ze zachowane czasteczki IncRNA sg takze inaczej
przetwarzane przez komorki réznych gatunkéw. Dany IncRNA jest eksportowanych do cytoplazmy przez
ludzkie, a zatrzymywany w jadrze przez mysie komorki przez co charakteryzuje si¢ obnizonym potencjatem
funkcjonalnym. Nasuwa to kolejne wazne pytanie: ,,Czy zachowane IncRNA sq naprawde funkcjonalne?”.

Celem tego projektu jest zbadanie potencjatu funkcjonalnego zachowanych pozycyjnie IncRNA u kregowcow.
Najpierw zastosujemy nasz nowy program ConnectOR (Connecting RNA Orthologues) to wykrycia
zachowanych pozycyjnie IncRNA w genomach cztowieka i myszy. Nastgpnie opracujemy nowag metode
katalogowania INCRNA w rozdzielczosci subkomérkowej w celu ich identyfikacji w wybranych typach
komorek. Porownanie sktadu sekwencji na poziomie subkomoérkowym pozwoli zidentyfikowac ciagi
sekwencji, ktore stanowa podstawe funkcji IncRNA. Zbadamy nie tylko ich wktad w napedzanie konkretnych
lokalizacji subkomoérkowych, ale po raz pierwszy ujawnimy w jaki sposob potencjat funkcjonalny IncRNA
zmienia si¢ pomiedzy blisko i daleko spokrewnionymi gatunkami kr¢gowcow dzigki wiaczeniu do tych
porownan danio pregowanego. Na koniec eksperymentalnie zbadamy potencjal funkcjonalny zachowanych
ewolucyjnie IncRNA za pomocg modeli komdérkowych i mysich.

Podsumowujac, jest to innowacyjny i ambitny projekt, ktory pomoze lepiej zrozumieé¢, w jaki sposob funkcje
IncRNA przechowywane sg w ich pierwotnej sekwencji. Co wigcej, pozwoli nam bada¢ funkcje IncRNA z
nowej perspektywy — ,.dlaczego tam jest?”, co jest doktadniejszym uzasadnieniem obecnosci elementéw
funkcjonalnych w genomie, niz obecnie stosowana strategia ,,CO robi?”.



