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Gra w ogony: Zrozumienie roli przetwarzania 3’-konca dlugich niekodujacych RNA podczas
rozwoju Danio pregowanego

Rozwoj kazdego z nas rozpoczyna si¢ od pojedynczej komorki powstatej w momencie zaptodnienia
Z polaczenia komorek rozrodczych zenskiej i meskiej. Na tym etapie dziedziczymy od naszych rodzicow materiat
genetyczny, a mianowicie specjalng instrukcj¢ warunkujaca to, jacy bedziemy. W dalszych etapach ta pojedyncza
komorka, zwana zygota ulega wielokrotnym podzialom, migracji i sprecyzowanemu réznicowaniu w celu
wytworzenia narzadow wewngtrznych i ostatecznie w petni funkcjonalnego organizmu ludzkiego. Co ciekawe,
pomimo widocznych réznic w wygladzie 1 petnionej funkcji, kazda komorka naszego ciata zawiera doktadnie ten
sam materiat genetyczny. To niezwykte zjawisko uwarunkowane jest zatem przez $cistg kontrole rejonow naszego
genomu, ktore w danym momencie i miejscu sg aktywne. Rejony te, zwane genami zawieraja informacje
do tworzenia wszelkich czgstek niezbednych do funkcjonowania naszego organizmu. Przez dhugi czas uwazano,
ze geny kodujace biatka (ang. messenger RNA, mRNA), molekuty petnigce funkcje wykonawcze i budulcowe,
sa glowna czescia genomu ludzkiego. Na poczatku XXI wieku okazato si¢ jednak, ze geny te stanowig jedynie
niespelna 2% naszego DNA, przy czym reszta tzw. niekodujaca czgs¢ rowniez moze by¢ aktywna, produkujac
czasteczki RNA o istotnych funkcjach regulacyjnych. Najwieksza i najbardziej zréznicowana klasg posrod gendw
niekodujacych biatek sg dlugie niekodujace RNA (ang. Long non-coding RNA, IncRNA). W przeciwienstwie
do mRNA aktywno$¢ IncRNA, a wiec ich pojawianie si¢ i znikanie ogranicza si¢ do odpowiednich punktow
czasowych lub do okreslonego typu komorek. Ta $cisle okreslona aktywnos$¢ swiadczy zatem, ze IncRNA moga
pehic¢ istotng funkcje we wezesnej embriogenezie. Rzeczywiscie wiele z dtugich niekodujacych RNA okazato sie
by¢ biologicznie wazne np. w réznicowaniu komorek i tworzeniu organow, jednakze pomimo usilnych staran
wigkszo$¢ z nich nadal nie ma poznanej funkcji. Dodatkowo nadal nie sg znane mechanizmy warunkujace
ich specyficzng i $cisle ograniczong ekspresje. Wazng role w tym aspekcie wydaje si¢ pelni¢ procesowanie
3’-konca, a szczeg6lnie proces poliadenylacji. Proces ten polega na dodawaniu do czasteczek RNA ogonow
sktadajacych si¢ z wielokrotnie powtorzonych zasad adenozynowych, ktore stabilizuja czasteczke RNA
oraz zabezpieczaja ja przed degradacja. Dhugos¢ oraz dokladny sktad ogondéw poliA warunkuje zatem okres
”zywotnosci” RNA w komorce. Proces poliadenylacji mRNA jest szczegélowo poznany, natomiast aspekt ten jest
niestety czesto pomijany dla IncRNA, zwlaszcza we wcezesnych etapach rozwoju embrionalnego. Ze wzgledow
etycznych, badanie wyzej wspomnianego mechanizmu na embrionach ludzkich jest niemozliwe. Zatem, aby
zrozumiec biologie cztowieka, wykorzystuje si¢ zwierzece organizmy, modelowe, ktore juz w wielu przypadkach
dostarczyly nam istotnych informacji o procesach fizjologicznych jak i patologicznych. Do badan zwigzanych
Z wczesnym rozwojem organizmu niezwykle przydatny okazat si¢ by¢ Danio pregowany. Istotnym aspektem,
czynigcym go konkurencyjnym modelem jest fakt, iz zaptodnienie oraz embriogeneza Danio pregowanego
zachodzi poza organizmem matki, co znacznie utatwia pozyskiwanie materialu do badan, pozwala na stale
monitorowanie jego etapéw rozwojowych jak i znacznie usprawnia prowadzone badania funkcjonalne.

Aby zrozumie¢ role przetwarzania 3’-koncéw dtugich niekodujacych RNA we wezesnym etapie rozwoju
Danio pregowanego, po pierwsze planujemy ustanowi¢ innowacyjnag metode pozwalajaca na skierowana
transkryptomiczng analize IncRNA. Biorac pod uwage fakt, ze IncRNA wystepuja w komoérce w bardzo matej
ilosci, metoda ta, poprzez zastosowanie rozwigzania CLS, bedzie specyficznie zwigkszaé ich ilo§¢ w probce. CLS
wykorzystuje specjalnie zaprojektowane sondy molekularne zdolne do wychwytywania docelowych RNA z puli
calkowitego RNA. Dodatkowo metoda przygotowania prob do sekwencjonowania trzeciej generacji zostanie
zoptymalizowana w taki sposob, aby usprawni¢ analiz¢ zarowno poliadenylowanych jak i niepoliadenylowanych
IncRNA oraz jednoczesng doglebna ocene dtugosci i sktadu zidentyfikowanych ogonow poliA. Kolejnym etapem
bedzie identyfikacja czynnikow, potencjalnie zwigzanych ze zréznicowanym statusem ogonow poliA, takimi jak
ilos¢ lub specyficzny okres wystgpowania w komorce. W przeciwienstwie do mRNA dlugie niekodujace RNA
ulegajg szybszym zmianom w trakcie ewolucji, dlatego tez tylko niewielka ich cz¢§¢ zachowana jest pomiedzy
odlegltymi organizmami takimi jak czlowiek i ryba. Wydaje si¢ jednak, Ze te zachowane IncRNA mogg petni¢
istotng funkcje biologiczng. Poréwnaniu pod wzgledem statusu poliadenylacji, poddane rowniez beda niezmienne
ewolucyjnie IncRNA do tych wykazujacych szybsze tempo zmienno$ci ewolucyjnej. Ostatecznie, na podstawie
uzyskanych wynikow wyselekcjonowane zostang IncRNA, ktore zostang poddane eksperymentalnej walidacji.
Poprzez blokowanie procesu poliadenylacji wybranych diugich niekodujacych RNA kontroli poddany zostanie ich
potencjalny wptyw na wczesny rozw¢j embrionalny Danio pregowanego. Uzyskane wyniki, nie tylko pozwola
na szersze zrozumienie aspektow biologicznych IncRNA, takich jak czynnikéw regulujacych ich wystepowanie
w komorce oraz warunkujacych ich funkcje w trakcie rozwoju. Co najbardziej istotne, wiedza ta moze miec¢
kluczowe znaczenie dla projektowania terapii RNA skierowanych na leczenie chordb zwigzanych z deregulacja
i nieprawidtowa funkcja IncRNA, np. chorob nowotworowych. Niestety rozwigzania te sg niemozliwe
do wdrozenia bez wczesniejszego doglebnego zrozumienia biologii IncRNA, w czym przewidziane badania maja
istotnie pomoc.



