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Transkryptomika dotyczy badania pelnego zestawu transkryptow (czasteczek RNA
syntetyzowanych na matrycy DNA na drodze transkrypcji) obecnego w danej komorce Iub
tkance w okreslonym momencie. Transkryptom obejmuje kodujace biatka matrycowe RNA
(mRNA) oraz niekodujagce RNA (ncRNA), istotne w prawidlowym funkcjonowaniu komorek,
w tym mikroRNA (miRNA), rybosomalne RNA (rRNA), transferowe RNA (tRNA) i inne
NCRNA. W przeciwienstwie do genomu, transkryptom rozni si¢ w zaleznosci od badanego
typu tkanki, stadium rozwoju organizmu, stanu fizjologicznego oraz warunkéw Srodowiska.
Analiza transkryptomu dostarcza informacji o ekspresji, funkcji i regulacji genéw, pozwala na
zrozumienie funkcjonowania poszczegélnych tkanek oraz korelacji genotyp-fenotyp.
Umozliwia to zrozumienie mechanizméw molekularnych lezacych u podstaw réznorodnosci
genetycznej organizméw 0raz reakcji fizjologicznych na srodowisko.

Obecnie do analizy transkryptomu wykorzystywane sa dwie techniki: hybrydyzacja
wyznakowanego cDNA/cRNA do sond cDNA/oligonukleotydowych umieszczonych na
macierzy oraz sekwencjonowanie. Ze wzgledu na ograniczenia wystepujace w technologii
mikromacierzy (saturacja sygnatu w przypadku transkryptow o wysokiej ekspresji, szum tta
spowodowany niespecyficzng hybrydyzacja oraz zalezno$§¢ od posiadania danych
genomowych), w ostatnich latach wzrasta zastosowanie metody sekwencjonowania do
analizy transkryptomu. Technika ta jest szczegdlnie uzyteczna zwlaszcza, gdy obiektem
badan sa organizmy niemodelowe, brakuje referencyjnego genomu lub zasoby genomowe sg
ograniczone. Oprocz analizy ekspresji genéw, sekwencjonowanie transkryptomu umozliwia
detekcje znanych transkryptow/izoform. Dostarcza informacji potrzebnych do adnotacji
genomu — umozliwia lokalizacj¢ granicy intron-ekson. Ponadto pozwala na identyfikacje
nowych transkryptéw, nickodujacego RNA oraz alternatywnych wariantow sktadania (ang.
alternative splicing variants), powstatych na drodze potranskrypcyjnych modyfikacji mRNA.
Umozliwia przewidywanie potencjalnej struktury i funkcji biatek bez wczesniejszej wiedzy o
genach. Sekwencjonowanie transkryptomu jest takze efektywnym sposobem na uzyskanie
duzej liczby markerow molekularnych, takich jak polimorfizmy krotkich powtorzen
tandemowych (SSRs, ang. simple sequence repeats) oraz polimorfizmy pojedynczych
nukleotydow (SNPs, ang. single nucleotide polymorphisms), wystepujacych w regionach

kodujacych, okreslajacych funkcjonalng zmiennos$¢ genetyczna.



Szybki rozwoj transkryptomiki w ostatnim dziesigecioleciu zostal spowodowany
rozwojem technologii sekwencjonowania nowej generacji (NGS, ang. next generation
sequencing). NGS opiera si¢ na rownoleglym, masowym sekwencjonowaniu od kilku tysiecy
do miliardow odczytow w jednym przebiegu. Metody NGS mozna podzieli¢ na dwie glowne
kategorie: sekwencjonowanie drugiej generacji (SGS, ang. second generation sequencing)
oraz sekwencjonowanie trzeciej generacji (TGS, ang. third generation sequencing). Pierwsza
grupa obejmuje technologie oparte o metode¢ PCR, tj. Roche/454 pirosekwencjonowanie
(2005), sekwencjonowanie Illumina (2007) i Ion Torrent (2010) opierajagce si¢ na
sekwencjonowaniu przez synteze (SBS, ang. sequencing by synthesis) oraz AB SOLID (2007)
- sekwencjonowanie przez ligacje (SBL, ang. sequencing by ligation). Druga grupe stanowig
techniki umozliwiajgce bezposredni odczyt sekwencji z pojedynczej czasteczki DNA (SMS,
ang. single-molecule sequencing) takie jak HeliScope (2008), system PacBio RS SMRT
(2010) oraz sekwenator oparty na nanoporach - MinlON Oxford Nanopore (2014). Gtowna
zaleta technologii NGS, okreslanej réwniez jako wysokoprzepustowe sekwencjonowanie
(ang. high-throughput sequencing) jest mozliwo$¢ taniego wytwarzania ogromnej ilosci
danych w krotkim czasie. Postgp ten zrewolucjonizowal badania molekularne nad
organizmami, w tym réwniez morskimi. Rozwoj wysokoprzepustowych technik i generacja
duzej ilosci danych w tym transkryptomicznych, doprowadzila do potaczenia nauk
biologicznych takich jak biologia molekularna, genomika, transkryptomika, z matematyka i
informatyka, prowadzac do powstania interdyscyplinarnej dziedziny nauki — bioinformatyki.
Analiza wynikow sekwencjonowania sktada si¢ z wielu etapow, od ekstrakcji RNA, ztozenia
pojedynczych odczytow (ang. assembling), poprzez klasyfikacj¢ funkcjonalng i adnotacje
transkryptow po okreslanie znaczenia biologicznego (Rysunek 1). W tym celu opracowano
liczne programy bioinformatyczne oparte na ré6znych algorytmach i modelach. R6znorodnos¢
oprogramowania umozliwia dostosowanie protokotu analizy do okreslonego celu.

Transkryptomika w  potaczeniu z  sekwencjonowaniem nowej generacji,
bioinformatyka i biostatystyka zapewniaja nowe mozliwoéci zrozumienia zagadnien
biologicznych, w tym: procesoéw fizjologicznych i rozwoju organizmu, struktury i zmiennosci
genetycznej populacji, adaptacji do warunkow srodowiskowych, ewolucji, filogenetyki i
immunologii. Dzigki szerokiemu zastosowaniu stata si¢ glownym narzedziem biologii
ewolucyjnej. Poznanie réznorodnos$ci biologicznej poprzez analize transkryptomu jest cennym
zrodlem informacji dla zrozumienia, w jaki sposéb globalne zmiany klimatu, dziatania

antropogeniczne i patogeny wplywaja na organizmy. Poznanie tych zagadnien przyczynia si¢



do skutecznego zarzadzania ochrong waznych ekologicznie i ekonomicznie gatunkoéw

morskich.
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Rysunek 1. Schemat analizy wynikow sekwencjonowanie nowej generacji (NGS), od

ekstrakcji RNA po okreslenie znaczenia biologicznego.

Gléwnym celem mojej pracy doktorskiej bylo opisanie réznorodnosci genetycznej
wybranych gatunkéw morskich odgrywajacych wazng role w zaspokajaniu $wiatowego
zapotrzebowania na zywno$¢, tj. ryb i malzy o istotnym znaczeniu ekonomicznym i
ekologicznym, w tym: dorsza atlantyckiego (Gadus morhua) z Morza Baltyckiego, troci
wedrownej (Salmo trutta m. trutta), matzy z rodzaju Mytilus (Mytilus edulis, Mytilus
galloprovincialis, Mytilus trossulus oraz Mytilus chilensis). W tym celu przeprowadzitam
analiz¢ transkryptoméw z uzyciem metody sekwencjonowania nowej generacji. Do badania
zostaty wybrane tkanki o kluczowym znaczeniu w kontakcie i odpowiedzi na warunkKi
srodowiskowe (skrzela - odpowiedZ na zasolenie, skora - pierwsza linia obrony organizmu,

ptaszcz - biomineralizacja). We wszystkich prezentowanych publikacjach, po izolacji RNA,



uzyskane proby byly sekwencjonowanie przy uzyciu techniki pirosekwencjonowania 454
(Roche GS-FLX). Nastepnie uzyskane sekwencje zostaly wstepnie przetworzone przez
usuniecie adapterow i sekwencji niskiej jako$ci za pomoca oprogramowania CLC Genomics
Workbench (wer. 7.5.5, CLC Bio, Qiagen, Aarhus, Dania). Odczyty o dobrej jako$ci zostaly
Ztozone w Kkontigi przy uzyciu algorytmu konstruujgcego wykres de Bruijna w programie
CLC Genomics Workbench [1, 2, 3]. Uzyskane kontigi zidentyfikowatam przez
przeszukiwanie publicznych baz danych, np. NCBI (ang. the National Center of
Biotechnology Information) za pomocg narz¢dzi BLAST (ang. Basic Local Alignment Search
Tool). Nastepnie przeprowadzitam klasyfikacje funkcjonalng (ontologia genéw, GO; program
Blast2GO), przypisujac kontigi do trzech gltownych kategorii ontologicznych: funkcje
molekularne (MF, ang. molecular function), procesy biologiczne (BP, ang. biological process)
i elementy komorkowe (CC, ang. cellular component). Za pomoca odpowiednich narzedzi
bioinformatycznych tj. KAAS (ang. KEGG Automatic Annotation Server) przeprowadzitam
analiz¢ szlakoéw metabolicznych i niemetabolicznych z uzyciem bazy danych KEGG (Kyoto
Encyclopedia of Genes and Genomes). Uzyskane wyniki poréwnalam z sekwencjami
dostepnymi w bazach danych, pochodzacymi z réznych taksonow i tkanek (transkryptomika
poréwnawcza) [1, 2, 3].

Pierwszy rozdzial mojej pracy doktorskiej przedstawia porownanie transkryptomow
dorsza atlantyckiego (Gadus morhua L.) z Oceanu Atlantyckiego i Morza Battyckiego [1].
Dorsz atlantycki jest waznym, pod wzglgdem ekologicznym i ekonomicznym gatunkiem ryb
morskich na Polnocnym Oceanie Atlantyckim. Dorsz w Morzu Battyckim zyje w warunkach
niskiego zasolenia (7-12 PSU), jednakze do rozrodu wymaga wody dobrze natlenionej, o
zasoleniu powyzej 14 PSU, co ogranicza jego tarliska do niewielu obszarow. W wyniku
pirosekwencjonowania otrzymano 962516 odczytow, reprezentujacych 379  Mbp
transkryptomu dorsza battyckiego. Uzyskane sekwencje ztozytam w 14029 Kontigi
reprezentujace 13585 genow, z ktorych 75.39% posiadalo definicje ontologiczng, z
dominujagcg kategorig funkcji molekularnych. Ponadto, uzyskane kontigi poroéwnatam z
transkryptomem dorsza z Oceanu Atlantyckiego (przy uzyciu BLASTn), uzyskanym z bazy
danych Ensembl. Pomimo wysokiego podobienstwa migdzy transkryptomami, 202 kontigi,
reprezentujace 170 gendéw dorsza battyckiego wykazaty znaczng odrgbnos¢ od dorsza
atlantyckiego. Wsrdd roznicujacych genow 100% stanowity sekwencje kodujace biatka, a do
68.82% zostaty przypisane kategorie ontologiczne. Zidentyfikowane réznice moga byc
spowodowane r6znym pochodzeniem geograficznym i warunkami §rodowiska np. zasoleniem

[1]. Dalsza analiza uzyskanego transkryptomu wykazata potencjalng rolg¢ alternatywnego



splicingu w procesie adaptacji do niskiego zasolenia [4] (publikacja ta nie wchodzi w sktad
przedstawionej rozprawy doktorskiej).

W drugiej czesci pracy poréwnatam transkryptom skory troci wedrownej (Salmo trutta
m. trutta) z innymi tkankami (sekwencje uzyskatam z literatury), wskazujac na ekspresje
licznych genéw potencjalnie zaangazowanych w odpowiedz immunologiczng i wydzielanie
$luzu, w tym mucyn [2]. Tro¢ wedrowna jest anadromiczng formg troci (Salmo trutta), o
duzym znaczeniu gospodarczym i ekologicznym w Europie. Populacja troci wedrownej
zmniejszyta si¢ W wyniku budowy licznych przegrod i zapor na rzekach, co utrudnito lub
uniemozliwito wedréwke tarlakow w gore rzek w celu przeprowadzenia rozrodu, a takze z
powodu zanieczyszczenia i degradacji srodowiska oraz chordb. Lososiowate rdznig si¢ pod
wzgledem podatnosci na mikroorganizmy ze wzgledu na zréznicowang morfologi¢ skory,
ktora jest pierwszg barierg przeciwko patogenom i wzorce ekspresji genow. W zwigzku z tym,
scharakteryzowatam transkryptom skory troci wedrownej za pomoca NGS. W wyniku
sekwencjonowania otrzymano tacznie 1348306 dobrej jakosci odczytow, ktore ztozytam do
75970 kontigow. Sposrod nich 48.57% zostato zidentyfikowanych poprzez przeszukiwanie
biatkowych baz danych m.in. NCBI. Szlaki KEGG oraz ontologie genéw zostaly przypisane
do odpowiednio 13.40% i 34.57% transkryptow, reprezentujacych rdézne procesy i funkcje
biologiczne. Wsrod zidentyfikowanych kategorii KEGG, najlepiej reprezentowane byly
transdukcja sygnatu (23.28%) i uklad immunologiczny (8.82%), z licznymi genami
zaangazowanymi w szlaki odpornosciowe, implikujac réznorodnos¢ odpowiedzi
immunologicznych w skorze troci wedrownej. Analiza nadreprezentacji GO ujawnita wiele
genow zaangazowanych w reakcje stresowg 1 odpowiedz immunologiczng przeciwko
patogenom w tkance skornej troci w poréwnaniu do innych tkanek. Ponadto 85%
homologicznych kontigobw wykazywato podobienstwo >95%, a 9.57% stanowito nowe
transkrypty, potencjalnie specyficzne dla tkanki skéry. Dodatkowo zidentyfikowatam 1
scharakteryzowatam po raz pierwszy u troci 8 rodzajow mucyn — glikoprotein, gtéwnych
sktadnikoéw §luzu ryb oraz 140 genéw zaangazowanych w ich biosynteze. Zidentyfikowatam
rowniez 1119 potencjalnych polimorfizméw SSR [2].

Trzeci rozdziat zostal poswigcony analizie porownawczej transkryptomow uzyskanych
z tkanki ptaszcza matzy z rodzaju Mytilus i identyfikacji genow potencjalnie zaangazowanych
w proces biomineralizacji i pigmentacji [3]. Omutki to morskie gatunki matzy wystepujace w
wodach przybrzeznych zaré6wno poétkuli poinocnej jak 1 poludniowej, majace duze znaczenie
gospodarze oraz ekologiczne. Omulki sa przedmiotem szerokich badan biogeograficznych
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zastosowaniem genotypowania SNP. Z uwagi na rozpowszechnienie oraz zréznicowanie
genetyczne, matze sa dobrym modelem do badan dotyczacych adaptacji do warunkow
srodowiskowych. Ponadto, dzigki zdolno$ciom filtrujacym, petnig istotng role jako naturalne
wskazniki zanieczyszczen. U migczakow muszla wydzielana przez tkank¢ ptaszcza podczas
procesu biomineralizacji stanowi pierwszg barier¢ przeciwko drapieznikom i uszkodzeniom
mechanicznym. Zmieniajace si¢ warunki srodowiskowe, takie jak wzrastajacy poziom COg, z
czym zwigzane sa zmiany pH wody morskiej, wptywaja na wytrzymato§¢ muszli, a tym
samym na zdolno$¢ ochrony tkanek miekkich ciata. Aby lepiej zrozumie¢ powyzsze
zagadnienia scharakteryzowalam i porownatam transkryptomy czterech taksondéw malzy z
roznych lokalizacji geograficznych (M. edulis — Morze Poétnocne, M. galloprovincialis —
Morze Srodziemne oraz Tasmania, M. chilensis - Chile, M. trossulus - Vancouver), jako
reprezentantéw czystych taksonow omutkow, za pomocg sekwencjonowania nowej generacji.
W sumie 743773 sekwencji dobrej jakosci zostato ztozonych w 20982 kontigi. Sposrod nich
odpowiednio 46.57%, 37.28% i 17.53% adnotowatam przy uzyciu baz NCBI NR, GO i
KEGG. Zidentyfikowatam 1292 kontigi potencjalnie zwigzane z biomineralizacjg i
melanogenezg oraz wybralam 1 przeanalizowatam sekwencje gendéw zwigzanych z
odpowiedzig na zakwaszanie wod, takich jak anhydraza weglanowa, chitynaza i tyrozynaza.
Zidentyfikowatam potencjalne polimorfizmy SSR (483) i SNP (1497), ktore zapewniajg
zasoby do dalszych badan nad markerami molekularnymi w genach biomineralizacji, wigzac
je z roéznymi warunkami $rodowiska i taksonami. W celu poréwnania uzyskanych
transkryptomow przeprowadzilam analiz¢ wzbogacania GO (Blast2GO, test Fishera) oraz
zidentyfikowatam ortologi (program OrthoMCL) z wykorzystaniem dostepnych baz danych.
Analiza nadreprezentacji GO wykazala reakcj¢ stresowa na temperature i pH u M. edulis z
Morza Pétocnego i M. galloprovincialis z Morza Srodziemnego. Analiza filogenetyczna
miedzy szescioma gatunkami Mytilus przy uzyciu danych transkryptomicznych wykazata, ze
taksony M. californianus i M. coruscus, sa genetycznie bardziej odlegte (tworza oddzielny
klad) od innych taksonow: M. edulis, M. chilensis, M. galloprovincialis i M. trossulus [3].
Transkryptomika moze by¢ wykorzystywana do scharakteryzowania ewolucyjnych
zaleznosci wybranych genéw miedzy gatunkami za pomocg analizy filogenetycznej. W tym
celu, uzyskane z prezentowanej rozprawy dane transkryptomiczne komercyjnie istotnych
gatunkow morskich (dorsz battycki, tro¢ wedrowna i matze), wykorzystatam do analizy
anhydraz weglanowych (CAs, ang. carbonic anhydrases). Nadrodzina CA, ztozona z trzech
glownych rodzin: a-CA (wielokomorkowce, bakterie, grzyby), B-CA (rosliny) oraz y-CA
(archeony i bakterie) zaliczana jest do grupy metaloenzymow, katalizujacych odwracalng



reakcje¢ hydratacji dwutlenku wegla (CO>), tworzac jon wodoroweglanowy i proton (CO: +
H20 e=pH,CO3 = HCO3™ + H"). U ssakéw rodzina a-CA sktada si¢ 13 enzymatycznie
aktywnych izoform i 3 biatek niewykazujacych aktywnosci enzymatycznej (CARPs, ang. CA-
related proteins). CA odgrywa kluczowg role w regulacji jondéw, wydalaniu COs,
utrzymywaniu réwnowagi kwasowo-zasadowej i biomineralizacji u ryb i skorupiakow.
Charakterystyka izoform CA z uwzglgdnieniem migdzygatunkowej roznorodnosci i ekspresji
w poszczegdlnych tkankach u organizméw morskich jest istotna ze wzgledu na rosnaca
emisje atmosferycznego dwutlenku wegla, oraz zwigzanego z tym zakwaszania oceanow i
globalnego ocieplenia. W celu zrozumienia ewolucji i poréwnania a-CA u tkankowcow
wlasciwych (Eumetazoa) poréwnatam kontigi zidentyfikowane jako CA uzyskane w

prezentowanych pracach oraz biatka dostgpne w bazie NCBI (Rysunek 2).
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Rysunek 2. Drzewo filogenetyczne anhydraz weglanowych z rodziny o (a-CA) u réznych
gatunkéw zwierzat. Schemat koloréw: czerwony - sekwencje uzyskane z prezentowanych

prac; niebieski: CARPs; zielony: wewnatrzkomérkowe CA;  pomaranczowy:

zewnatrzkomorkowe CA.



Niekompletne, pozbawione domen i/lub wysoce dywergentne sekwencje CA, zostaly
wykluczone z analizy. Sekwencje homologiczne (w sumie 319 biatek) przyroéwnano za
pomoca programu do konstrukcji alignmentow wielu sekwencji - MUSCLE i przycigto przy
uzyciu TrimAl (wartos¢ progowa 50%). Do konstrukcji drzewa filogenetycznego uzytam
programu IQ-TREE - model substytucji aminokwaséw Whelan-and-Goldman (WAG + R9).
Sekwencje CA uzyskane z prezentowanych transkryptomoéw zostaly zaklasyfikowane glownie
jako wewnatrzkomorkowe CA (ang. intracellular CA), CARP oraz wydzielnicze CA6
(Rysunek 2). Analiza filogenetyczna ujawnila podzial na dwa gléwne Klastry:
wewnatrzkomérkowe CA (CAL, CA2, CA3, CA5, CA7, CA13) oraz pozakomoérkowe (ang.
extracellular) CA (CA4, CA6, CA9, CA12, CAl4, CA15) (Rysunek 2). Uzyskane wyniki
sugeruja, ze u ryb i matzy nie wystepujg izoformy CA3, CA1l i CA13, jednakze moze by¢ to
spowodowane matg baza sekwencji CA. Ponadto, CARP wykazaty wigksze podobienstwo do
wewnatrzkomorkowego CA i wydaje sie, ze sa dobrze zakonserwowane migdzy gatunkami,
co sugeruje, ze mogg odgrywaé wazng role biologiczna.

Oryginalne artykuty, ktore staly si¢ podstawg niniejszej rozprawy doktorskiej,
poszerzyty zakres wiedzy na temat rdéznorodnosci genetycznej oraz bioréznorodnosci Kilku
waznych gatunkow morskich, w tym dorsza z Morza Battyckiego, troci wedrownej oraz
matzy z rodzaju Mytilus. Uzyskane wyniki rozbudowuja baze sekwencji dla ww. gatunkow
oraz dostarczaja cennych zasobow do dalszych badan ewolucyjnych, genomowych i
filogenetycznych. Wyniki zaprezentowane w mojej rozprawie doktorskiej pokazuja, ze
analiza poréwnawcza transkryptomow blisko spokrewnionych gatunkéw, z réznej lokalizacji
geograficznej oraz miedzy tkankami przy uzyciu Sekwencjonowania nowej generacji jest
efektywng i skuteczng metoda na odkrycie zmienno$ci genetycznej 1 jej znaczenia
funkcjonalnego oraz daje mozliwo$¢ zrozumienia jak organizmy adaptuja si¢ do réznych
warunkow §rodowiska. Jest to uzyteczne w zarzadzaniu ochrong gatunkowa. Glowna
implikacja przedstawionych badan jest utworzenie transkryptomicznej bazy danych dla
kluczowych organizméw morskich. Bardzo wazne w analizach wynikow sekwencjonowania
jest upublicznienie uzyskanych danych. Sekwencje wygenerowane w ramach prezentowanych
publikacji zostaty zdeponowane w bazach NCBI: Sequence Read Archive (SRA) numery
akcesyjne: PRINA273805 [1], PRINA323793 [2] i PRINA419475 [3] oraz GenBank:
KY328727-KY328740 [2], MG827120-MG827134 [3]. Jako przyktad przydatnosci i
wszechstronnego zastosowania utworzonych transkryptoméw, na podstawie uzyskanych
sekwencji przeprowadzitam analiz¢ filogenetyczng anhydraz weglanowych u zwierzat.

Przedstawione publikacje powstaty w efekcie realizacji grantow uzyskanych przez prof. dr



hab. R. Wenne z Narodowego Centrum Nauki, numery: 2011/01/M/NZ9/07207 i
2011/01/B/NZ9/04352 oraz Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego, numer: 397/N-
cGRASP/2009/0.
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