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Streszczenie

Od odkrycia u ssakéw pierwszych naktadajacych si¢ genow kodujacych biatka minglo
ponad trzydziesci lat. Przez dlugi czas fenomen ten uwazany byt za marginalny, jednakze
z biegiem lat przybywato przykltadow par genow naktadajacych si¢ u wielu gatunkow.
Zjawisku naktadania si¢ gendéw przypisano wiele funkcji regulatorowych zaréwno
na poziomie transkrypcji, jak rowniez post-transkrypcyjnie. Niemniej jednak po dzi$§ dzien
nie ustalono jednoznacznie wplywu zjawiska nakladania si¢ genow na ich poziom ekspresji.

Wykorzystujac  koordynaty alternatywnych miejsc startu transkrypcji  (TSS)
w 73 ludzkich i 10 mysich bibliotekach, zidentyfikowano 582 ludzkie i 113 mysich par
gendw kodujacych biatka, naktadajacych si¢ koncami 5°. Wykazano, ze para gendéw
wykorzystujaca do ekspresji naktadajace si¢ miejsca TSS w jednej bibliotece, moze w innej
wykorzystywa¢ alternatywne, nienaktadajace miejsca startu transkrypcji. Tkankowo
specyficzne naktadanie si¢ genow moze by¢ czesciowo zwigzane z rodzajem tkanki w ktorych
geny ulegaja ekspresji. Wykazano jednak, ze rowniez warunki egzogenne, jak np. transfekcja,
moga mie¢ wplyw na zachodzenie nakladania, co ma zwigzek z alternatywnym
wykorzystaniem promotorow. Badania wykazaly réwniez, ze przynajmniej cze$¢ gendw
naktadajacych si¢ jest regulowana przez promotory dwukierunkowe. Wykazano ponadto,
ze poziom ekspresji genow naktadajacych si¢ jest przecigtnie wyzszy anizeli innych genow.
Co wigcej, w pracy zademonstrowano, ze przy wykorzystaniu naktadajacych si¢ miejsc TSS,
geny nakladajace si¢ maja wyzszy poziom ekspresji anizeli te same geny, gdy ulegaja
one ekspresji z nienaktadajacych si¢ miejsc startu transkrypcji.

Naktadanie si¢ genow kodujacych biatka zostalo rowniez przestudiowane
w kontek$cie stanu chromatyny i1 aktywnosci polimerazy RNA II. Analiza ta pozwolita
na zidentyfikowanie wzorcéw aktywno$ci polimerazy oraz wykazanie, ze zjawisko
interferencji transkrypcji moze zachodzi¢ zar6wno gdy geny wykorzystuja naktadajace si¢ jak
1 nienakladajace si¢ promotory. W niektorych przypadkach brak podwyzszonej aktywnosci
polimerazy RNA 1I, a co za tym idzie brak interferencji w rejonie nakladania si¢ genow,
potaczony zostat z monoalleliczng ekspresja genéw naktadajacych sie.

Kluczowe wyniki zaprezentowane w niniejszej pracy doktorskiej zostaly
zdeponowane w publicznie dostgpnej bazie danych OverGeneDB, ktora znajduje si¢ pod

adresem internetowym http://overgenedb.amu.edu.pl.



Abstract

Over 30 years have passed since the discovery of the first mammalian overlapping
protein-coding genes. For a long time, gene overlap was considered to be rather uncommon,
but nowadays more and more of different types of overlapping genes, depending on their
position and the transcription direction, is reported in diverse species. Gene overlap have been
shown to play various regulatory functions on transcriptional and post-transcriptional levels.
However, the true influence of the gene overlap phenomenon on the overlapping genes’
expression levels is still a matter of debate.

Here, using information of the alternative transcription start sites (TSS) in 73 human
and 10 mouse libraries, a total of 582 human and 113 mice 5’ end protein-coding overlapping
gene pairs were identified. It was shown, that a single gene pair, identified as overlapping
in one library, may use a different set of alternative TSS in different libraries, often resulting
in the transcription from non-overlapping regions. Tissue-specific gene overlap patterns may
partially be related with a tissue type, but it was also shown that gene overlap may
be triggered by the environmental changes like the cells transfection, most possibly as a side
effect of the alternative promoters’ usage. Conducted studies revealed that at least some of the
5’ end protein-coding overlapping genes may be regulated by the bidirectional promoters.
It was also shown, that overlapping genes on average tend to have a higher expression level
then non-overlapping genes. What is more, it was demonstrated that the expression
level of overlapping genes is on average higher when they utilize overlapping promoters, than
when the same genes are expressed from non-overlapping transcription start sites.

Protein-coding gene overlap was also studied in the context of the chromatin state and
RNA polymerase II (RNAPII) activity. Although it was hard to identify transcriptional
interference (TI) down-regulatory effect on the expression level based solely on the studies
of the overlapping genes’ expression levels, it was possible to find conceivable marks
of TI within the RNAPII activity patterns. Interestingly these patterns were identified both
when genes were overlapping and when they utilized non-overlapping promoters. In some
cases, no enhanced RNA polymerase II activity was found within the overlap regions,
which was suggested to be possibly connected with the overlapping genes monoallelic
expression.

Finally, OverGeneDB database was created so that anyone interested in deeper
understanding of the gene overlap phenomenon could explore the key results presented in this

project. OverGeneDB is publically accessible under http://overgenedb.amu.edu.pl.



1. Wstep

Naktadajacymi si¢ genami okresla si¢ takie geny, ktore czgsciowo lub catkowicie
wspoldziela pewien fragment sekwencji na tej samej lub przeciwnych niciach DNA" %
Pierwsze wzmianki o naktadajacych si¢ genach pochodza sprzed prawie pigédziesigciu lat,
gdzie geny takie odkryte zostaly w genomie bakteriofaga A’. Przez wiele lat zjawisko
to uwazane byto za marginalne natomiast wyniki éwczesnych badan sugerowaly, Ze ogranicza
si¢ ono gléwnie do genomow wirusow, ktére moga dzigki temu uzyska¢ znacznie wyzsza
kompresje genomu™ . Z biegiem lat zidentyfikowano jednak naktadajace si¢ geny w genomie
muszki owocowej oraz myszy®®, a konsekwentnie réwniez w genomach roslin’'',
grzybow'> I i innych zwierzat, nie wylaczajac genomu cztowieka'*'’. Obecnie szacuje sig,

ze 30% ludzkich i mysich genéw moze ulegaé¢ naktadaniu'®*

, a doniesienia z wynikow
wielkoskalowych badan prowadzonych przez konsorcjum FANTOM informuja, ze nawet
72% transkrypcji moze byé inicjowane na obu niciach DNA tego samego loci genomowego®'.

Geny nakltadajace si¢ mozna podzieli¢ na wiele typow w zaleznosci od ich
wzajemnego umiejscowienia'. Pary gendéw nakladajacych sie na tej samej nici moga
wykazywac¢ naktadanie catkowite, gdy jeden gen w caloséci znajduje si¢ wewnatrz dtuzszego
genu 1 nazywa si¢ go genem zagniezdzonym (rycina 1 A). Naktadanie genow na tych samych
niciach DNA moze, cho¢ nie musi, wigza¢ si¢ z wykorzystaniem innych ramek odczytu,
jak zostato to zidentyfikowane przykladowo dla genu E bakteriofaga ¢X174, ktory
zagniezdzony jest wewnatrz genu D* °. Translacja biatek z wykorzystaniem réznych ramek
odczytu prowadzi w tym przypadku do kodowania przez oba geny zupetie innych biatek,
natomiast mutacja prowadzaca do dysfunkcji jednego z nich, niekoniecznie musi si¢ laczy¢
z dysfunkcja produktow obu genow”®. Geny na tej samej nici DNA moga wykazywaé rowniez
naktadanie cze$ciowe (rycina 1 B), jak zostalo to zademonstrowane na przyktadzie pary
ludzkich genéw BLTI i BLT2, w ktorej rejon 5° UTR genu BLTI naklada si¢ z rejonem
kodujgcym i rejonem 3’ UTR genu BLT2**. Nakladanie si¢ moze byé¢ zaobserwowane
réwniez dla gendw znajdujacych si¢ na przeciwnych niciach DNA 1 takze tutaj moze mie¢
ono charakter naktadania catkowitego (rycina 1 C) lub cze$ciowego (rycina 1 D-E),
ktére dzieli si¢ na dwa typy. Na przeciwnych niciach geny moga si¢ bowiem naktada¢
koncami 3’ (rycina 1 D) lub koncami 5’ (rycina 1 E), co zwyczajowo nazywa si¢ nakladaniem
ogon-do-ogona (ang. tail-to-tail) lub glowa-do-glowy (ang. head-to-head). Dla kazdej
z powyzej opisanych kombinacji wzajemnego utozenia genéw w parze mozna by dodatkowo
opisa¢ takze pochodne typy w zalezno$ci od tego, czy geny naktadaja si¢ intronami czy

egzonami, oraz czy nakladanie obejmuje rejon kodujacy czy niekodujacy'. Ponadto, geny



kodujace biatka moga tworzy¢ pary zaréwno z innymi genami kodujacymi biatka,
jak roéwniez z dlugimi niekodujagcymi RNA (IncRNA; z ang. long non-coding RNA).
Transkrypty genow zlokalizowanych na réznych loci genomowych moga takze tworzy¢ tak
zwane pary antysensowne, ktore jest nakladaniem si¢ w konfiguracji trans (rycina 1 F),
gdy antysensowny transkrypt znajduje si¢ na innym /loci genomowym niz gen kodujacy
biatko. Naktadajace si¢ w ten sposob transkrypty nie musza wykazywaé pelnej
komplementarnosci w rejonie naktadania, jak ma to miejsce w przypadku par genow

naktadajacych si¢ w konfiguracji cis (rycina 1 C-E).

A. Naktadanie catkowite B. Naktadanie czgsciowe
na tej samej nici DNA na tej samej nici DNA

—
)

|

C. Geny zagniezdzone D. Naktadanie ogon-do-ogona

E. Naktadanie gtowa-do-gtowy F. Naktadanie w konfiguracji trans

Rycina 1. Szes¢ typow naktadania si¢ genow. A) naktadanie catkowite pary genow na tej samej nici DNA,
przy czym jeden gen jest zagniezdzony w drugim. B) nakladanie czesciowe pary genow na tej samej nici
DNA. C) naktadanie si¢ genow na przeciwnych niciach DNA, przy czym jeden z genow jest zagniezdzony w
drugim. D) czesciowe nakiladanie si¢ genow zlokalizowanych na przeciwnych niciach DNA, przy czym
obszar nakladania znajduje sie w rejonie 3° koncow obu genow. E) czesciowe nakiadanie si¢ genow
zlokalizowanych na przeciwnych niciach DNA, przy czym obszar nakladania znajduje si¢ w rejonie 5’
koncow obu genow. F) naktadanie si¢ genow w konfiguracji trans, gdzie oba geny pochodzq z roznych loci
genomowych pokolorowanych odpowiednio na zielono lub niebiesko. Pionowe linie reprezentujg petng
komplementarnos¢ dla par genow naktadajgcych sie¢ w konfiguracji cis (C-E), oraz czesciowq
komplementarnos¢ dla pary genow naktadajgcej sig w trans (F).

Wraz z odkryciem IncRNA zainteresowanie naktadajagcymi si¢ parami utworzonymi
przez dwa geny kodujace biatka bardzo znaczaco zmalato. Niemniej jednak, w $wietle
dynamicznego rozwoju rozmaitych technik biologii molekularnej, ze szczegdlnym
uwzglednieniem sekwencjonowania nowych generacji, pojawita si¢ doskonala okazja,

aby wykorzysta¢ najnowsze osiggnigcia technologiczne do dokladnego zbadania zjawiska

10



naktadania si¢ gendw w tym szczegdlnym przypadku, gdy jest ono tworzone przez dwa geny
kodujace biatka. W ramach niniejszej pracy skupiono si¢ na parach genéw kodujacych bialka,

ktore naktadaja sie koncami 5° oraz funkcjonalnych implikacjach mogacych z tego wynikac.

Metody identyfikacji nakladajacych si¢ par genow

Minione lata obfitowaly w opracowania roéznych metod identyfikacji gendéw
naktadajacych si¢. Kazda z tych metod, w zaleznosci od podejscia, prowadzila
do identyfikacji innej liczby naktadajacych si¢ par. Za relatywnie proste podej$cie mozna
uzna¢ identyfikacje¢ naktadajacych si¢ par z wykorzystaniem programu BLAST, ktory uzyty
zostat do znalezienia komplementarnych sekwencji mRNA w ludzkim genomie *.
Tym sposobem udato si¢ okresli¢ naktadanie 61 par gendéw koncami 3°, 20 par gendéw
koncami 5’ oraz cztery pary genoéw zagniezdzonych. Podobne podejscie oparte zostato
dodatkowo, obok sekwencji mRNA, o analiz¢ znacznikow sekwencji ulegajacych ekspresji
(EST; z ang. expressed sequence tag). Sekwencje mRNA 1 EST kodowane przez te same geny
zostaly potaczone w jednostki transkrypcyjne migdzy ktérymi wyszukiwano rejony
komplementarne'®. Podejscie to zaowocowato identyfikacja 144 ludzkich i 73 mysich par
gendw nakladajagcych si¢, z ktorych czg$¢ udalo si¢ potwierdzi¢ eksperymentalnie
z wykorzystaniem metody RT-PCR, co pozwolilo na oszacowanie 84% poprawnosci
obliczeniowej identyfikacji rejonéw naktadania. Inna metodologia oparta zostala o analizg
koordynat ludzkich i mysich sekwencji genomowych z bazy GenBank, w efekcie czego
zidentyfikowano lacznie 774 ludzkich i 314 mysich par genéw nakladajacych'.
Ponad potowa z tych par nakltadala si¢ koncami 3’, podczas gdy najrzadszym typem
naktadania bylo nakladanie catkowite poprzez zagniezdzenie gendw. Posrod tych par
Veeramachaneni i wspotpracownicy zidentyfikowali rowniez 225 par ludzkich genow, ktore
posiadaty geny ortologiczne u myszy, jednakze tylko 95 z nich ulegato naktadaniu u obu
gatunkow. Ponadto znaczaca cze$¢ tych nakladajacych si¢ par gendéw ortologicznych
posiadata odmienne wzorce nakladania'®. Nieco wyzsze zakonserwowanie zjawiska
naktadania wykazano w ramach prac nad wielkoskalowym projektem FANTOM3, gdzie
spos$rod 6141 par transkryptéw antysensownych u cztowieka, 16% wykazywalo nakladanie
si¢ takze u myszy™*. Z kolei szczegotowa analiza ludzkich i mysich genow kodujacych biatka,
naktadajacych si¢ z dlugimi niekodujagcymi RNA, ktora przeprowadzona zostata przez
Wood i wspblpracownikow™ wykazata, ze prawie potowa zidentyfikowanych par
u cztowieka nie jest zakonserwowana u myszy, oraz ze zjawisko nakladania si¢ na koncach 5’

jest relatywnie stabiej zachowane niz naktadanie na koncach 3.
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Bardzo dynamiczny rozwdj technologiczny, ktéry nastgpilt w ostatnich latach,
umozliwil identyfikacj¢ naturalnych transkryptow antysensownych z wykorzystaniem wielu
metod, wlaczajac w to technike MPSS (z ang. massively parallel signature sequencing)™® *’,
ASSAGE (z ang. asymmetric strand-specific —analysis of gene expression)™,
wysokoprzepustowe sekwencjonowanie caltych  transkryptomow (RNA-Seq)”,
ze szczegodlnym uwzglednieniem sekwencjonowania specyficznego dla nici DNA (ssRNA-
Seq; z ang. strand specific RNA sequencing)’®>* oraz wiele innych® ** ** Conley i Jordan
zidentyfikowali tysigce antysensownych miejsc startu trasnkrypcji u czlowieka
z wykorzystaniem danych z sekwencjonowania 5° koncoéw transkryptow metoda CAGE
(z ang. cap analysis gene expression)’'. Ponadto, wykorzystali oni dane ChIP-Seq
(z ang. chromatin immunoprecipitation-sequencing) z projektu ENCODE, celowane na
zbadanie aktywno$ci polimerazy RNA II oraz r6znych modyfikacji histondw. Pozwolito im to
na okreslenie sily promotoréw jako stabych, gdy brakowalo im aktywnos$ci polimerazy
a towarzyszyla trimetylacja H3K27 majaca charakter wyciszajacy, lub jako silnych,
gdy znajdowano w nich aktywno$¢ polimerazy oraz acetylacj¢ dziewiatej lizyny histonu H3,
ktora powigzana jest z aktywnymi promotorami®. Wykazali nastepnie statystycznie istotng
nadreprezentacj¢ wspolwystgpowania tego samego typu promotorow w antysensownych
parach genow, czyli dwoch silnych lub dwodch stabych promotorow. Dodatkowo, analiza
sze$ciu rodzajow tkanek zaowocowala okresleniem tkankowo specyficznych wzorcow
naktadania, ktore moga sugerowaé funkcjonalne znaczenie tego  zjawiska’*.
Ling i wspolpracownicy’®, wykorzystujac mikromacierze DNA réwniez zidentyfikowali
tysigce naturalnych transkryptow antysensownych wykazujac ich tkankowo specyficzne
naktadanie oraz mig¢dzygatunkowe zachowanie wzorcéw ekspresji niektorych z nich
w dziewigciu tkankach czlowieka, myszy i szczura. Wykazano rowniez pozytywna korelacje
ekspresji transkryptow antysensownych w réznych tkankach, a czgs¢ z wynikéw

potwierdzona zostata eksperymentalnie z wykorzystaniem techniki RT-PCR?®.

Potencjalne funkcje nakladania si¢ genow

Wigkszo§¢ badan prowadzonych obecnie nad genami nakladajacymi skupia si¢
na parach genow kodujacych biatka, ktére wspotdzielg fragment sekwencji DNA z genem
dlugiego niekodujagcego RNA znajdujacym sie na nici przeciwnej i tworzacym naturalny
transkrypt antysensowny (NAT; z ang. natural antisense transcript). Pojawia si¢ coraz wigcej
doniesien o funkcjonalnym znaczeniu IncRNA. Sugeruje si¢, ze dtuga niekodujaca czasteczka

RNA moze odpowiada¢ za regulacj¢ poziomu ekspresji genu na nici przeciwnej’’.
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Liczne badania wskazuja, ze NAT moga peli¢ funkcje zaré6wno na poziomie
transkrypcyjnym, poprzez tak zwane zaklocenia transkrypcyjne, jak rdwniez na
poziomie post-transkrypcyjnym, poprzez tworzenie dupleksu RNA w rejonie naktadania si¢

2,37,38
A

transkryptow antysensownych lub interakcj¢ RNA z DN . Mimo wszystko, znaczenie

funkcjonalne zjawiska nakltadania w skali globalnej jest wcigz tematem aktywnej dyskusji*®

37.3942 Naturalne transkrypty antysensowne powiazane zostaly z roznego rodzaju chorobami

wlaczajac w to chorobe Parkinsona®, Altzheimera®, Huntingtona®, nowotwory*®*
qczajg ¢ g ry

i wicloma innymi’">*. W zwiazku z tym wiele antysensownych IncRNA badanych jest
w celach terapeutycznych, poniewaz poprzez regulacje poziomu IncRNA mozna w wielu
przypadkach wplywaé na poziom ekspresji genu kodujacego biatko, ktoéry znajduje si¢ na nici
przeciwnej™.

Jak wspomniano powyzej, transkrypty antysensowne moga petli¢ funkcje
regulatorowe poprzez zaktocenia transkrypcyjne. Zakldcenia transkrypcyjne, zwane rdwniez
interferencja transkrypcyjna (TI; z ang. transcriptional interference), sa posrednim
lub bezposrednim wptywem jednego aktywnie przebiegajacego procesu transkrypcji na inny.
Zaklocenia podzieli¢ mozna na cztery podstawowe typy przedstawione na rycinie 2.
Pierwszym typem jest kolizja polimeraz, ktéra moze wystapi¢ w przypadku napotkania si¢
dwoch polimeraz RNA przesuwajacych si¢ w przeciwnych kierunkach (rycina 2 A).
Moze to skutkowa¢ zablokowaniem obu polimeraz, ktore fizycznie nie moga kontynuowaé
transkrypcji. Obie z nich pozostaja w takim stanie stabilne co wykazane zostalo przez
Hobsona 1 wspolpracownikéw przy badaniu potowicznego czasu rozpadu kompleksu
transkrypcyjnego®®. Niemniej jednak kolizja polimeraz moze w koncu doprowadzi¢
do przedwczesnego =zakonczenia transkrypcji przez jedna lub obie polimerazy,
co zademonstrowano na przykladzie genéw gal7 i gall0 u drozdzy™. Innym rodzajem
interferencji  transkrypcyjnej jest wspolzawodniczenie nakladajacych si¢ rejondw
promotorowych o inicjacj¢ transkrypcji, ktéora w danym momencie moze zaj$¢ tylko
na jednym z takich promotoréw (rycina 2 B)’®. Mechanizm ten moze roéwniez dotyczy¢
,hakladajacych si¢” rejonow wzmacniajacych, gdzie jedna sekwencja wzmacniajaca
odpowiedzialna za regulacje dwoch promotorow moze wchodzi¢ w interakcje tylko z jednym

58 .. , .. P . . .. , .
°7- 3% Istniejg rowniez doniesienia o odwrotnej sytuacji, w ktorej

z nich w danym momencie
o jeden rejon promotorowy wspdtzawodniczy wiele sekwencji wzmacniajacych, co wptywac

) . - 59
moze na ostateczny poziom aktywnos$ci tego promotora™ .
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A. Kolizja polimeraz

Mmmmmmm

Promotor genu A

Promotor genu B
DADADIDIDIDI DD DI I DD

B. Wspodtzawodniczenie promotoréw \ (RINVAYRL
DADIPIDIPIDIDIDIDIDIDID] DADIDIDID>ADIDIDIDIDIDIDIDID]
Promotor genu A Promotor genu B

C. SDI o
MNMMNMMMMMMNMNMNM

Promotor genu A

D. Okluzja

mmmmmmm i

IR DIDYDADIDIDIDIDIDIDIDIDIDADIDIDD
Promotor genu A

Promotor genu B

Rycina 2. Cztery scenariusze zjawiska interferencji transkrypcyjnej. A) kolizja dwoch polimeraz RNA 11
(RNAPII) aktywnie transkrybujgcych geny w  przeciwnych kierunkach tego samego loci. B)
Wspotzawodniczenie blisko siebie usytuowanych promotorow o inicjacje transkrypcji. C) Mechanizm SDI
(z ang. sitting duck interference), w ktorym aktywnie transkrybujgca polimeraza RNA Il przyczynia si¢ do
oddysocjowania napotkanego kompleksu preinicjacyjnego genu na nici przeciwnej. D) Okluzja promotora
genu przez inng polimeraze, ktorej ekspresja zainicjowana zostata przez inny promotor. Rycina powstatq w
oparciu o prace przeglgdowg Shearwin i wspo’ipracownicy38.

Interferencja transkrypcyjna moze réwniez wystepowaé w przypadku, gdy przejscie
polimerazy RNA II z fazy inicjacji transkrypcji do elongacji zabiera relatywnie duzo czasu.
Gdy taki kompleks preinicjacyjny napotkany zostaje przez aktywnie transkrybujaca
polimeraz¢ RNA genu na nici przeciwnej, moze on zostaé przez nig zdestabilizowany
1 rozproszony, przerywajac przejscie polimerazy w faze elongacji (rycina 2 C). To samo moze
odnosi¢ si¢ do innych czynnikéw transkrypcyjnych przylaczonych do DNA®.
Ten mechanizm, zwany SDI (z ang. sitting duck interference), zademonstrowany zostat dla

prokariotycznych promotoréw ktérych transkrypcja inicjowana w silnym promotorze

14



destabilizowala polimeraze RNA w stabszym rejonie promotorowym®'. Podobnym
mechanizmem interferencji jest okluzja rejonu promotorowego (rycina 2 D),
w ktorej elongacja jednego transkryptu blokuje dostep do innego promotora, gdy przebiega
ona w miejscu jego lokalizacji. Na przyktadzie E.coli pokazano, Ze tempo elongacji
polimerazy RNA jest na tyle szybkie, ze okluzja nie powinna mie¢ tak negatywnego wptywu
na inicjacj¢ transkrypcji w blokowanym promotorze jak inne mechanizmy zakldcenia

38, 62

transkrypcyjnego . Niemniej jednak w przypadku mysiego genu FPGS wykazano

spowolnienie tempa elongacji polimerazy RNA przy jej przechodzeniu przez wyciszony

% Rowniez w przypadku retrotranspozonéw L1

okluzja rejon promotorowy®”
zagniezdzonych w intronach innych gendw, interferencja transkrypcji zachodzaca migdzy ich
rejonami promotorowymi potgczona zostata ze spowolnieniem tempa elongacji polimerazy
RNA I1**. Spowolnienie moze jako odrebne zjawisko mie¢ wplyw na proces dojrzewania
czasteczki pre-mRNA poprzez relatywne wydtuzenie czasu ekspozycji miejsc alternatywnego
splicingu, umozliwiajac nawet stabszym z nich by¢ rozpoznanymi® .

Transkrypty naktadajacych si¢ na przeciwnych niciach DNA gendéw posiadaja
w rejonie nakladania catkowicie komplementarng sekwencje. Na poziomie interakcji
RNA:RNA moze to prowadzi¢ do formowania si¢ dwuniciowego RNA (dsRNA;
z ang. double stranded RNA). Struktura dsSRNA moze petni¢ rozmaite post-transkrypcyjne
funkcje, ktore podsumowane zostaty na rycinie 3. Utworzony dupleks RNA moze maskowac
miejsca alternatywnego splicingu, przyczyniajac si¢ w ten sposob do alternatywnego
sktadania czasteczki pre-mRNA’’. Proces taki moze by¢ niezbedny do translacji biatka,
jak zademonstrowano to dla ludzkiego genu Zeb2, w ktérym egzon zawierajacy miejsce
wigzania rybosomu znajduje si¢ tylko w jednym z wariantow splicingowych, powstajacym
przy tworzeniu dsRNA przez transkrypt genu Zeb2 1 jego naturalny transkrypt
antysensowny’'. Z drugiej strony utworzenie dwuniciowego RNA moze w niektorych
przypadkach by¢ najprawdopodobniej uwiktane w zaburzenie translacji biatka. Ebralidze
i wspolpracownicy’> wykazali przyktadowo, ze naturalny transkrypt antysensowny zaburza
taczenie si¢ czynnika elongacyjnego do mRNA ludzkiego i mysiego genu PU. /. Maskowanie
RNA moze ponadto stabilizowaé nakladajace si¢ transkrypty dzigki blokowaniu dostepu
do destabilizujacych motywéw znajdujacych sie¢ w transkrypcie kodujacym biatko”
lub uniemozliwianiu wigzania si¢ mikro RNA (miRNA; z ang. micro RNA) do sekwencji
docelowej znajdujacej sic w rejonie naktadania™, wydluzajac czas polowicznego rozpadu
transkryptow antysensownych”. Dupleks RNA moze rowniez zwigkszaé stabilnosé

czasteczki mRNA ochraniajac ja przed dziataniem rybonukleaz trawiacych jednoniciowe
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RNA’. Liczne badania wykazaly rowniez, na przykladach ze $wiata roslin, zwierzat
1 grzybow, ze dsRNA moze sta¢ si¢ zrodtem czasteczek endo-siRNA (z ang. endogenous
small interfereing RNA) prowadzacych do wyciszenia ekspresji gendéw poprzez zjawisko
interferencji RNA""™. Prawdziwa skale wystepowania tego zjawiska odkryto dopiero dzigki
zastosowaniu technologii sekwencjonowania nowych generacji, ktore u Arabidopsis thaliana
pozwolily na wykazanie, Zze nawet 4% gendéw kodujacych biatka, naktadajacych sie
z IncRNA, moze by¢ zrodtem endo-siRNA’. Naturalne transkrypty antysensowne moga byé
réowniez zroédlem tak zwanych disiRNA (z ang. dicer independent small interfereing RNA),
ktore znalezione zostaly u Neurospora crassa® oraz zidentyfikowanych u myszy matych
interferujgcych RNA przypominajacych piRNA (z ang. piwi-interacting RNA)*®, ktore
w odroznieniu od endo-siRNA nie sg zalezne od kompleksu RISC (z ang. RNA-induced
silencing complex). Formowanie si¢ dwuniciowego RNA moze réwniez umozliwiaé
redagowanie sekwencji RNA przez kompleks ADAR (z ang. adenosine deaminase acting
on RNA), co zademonstrowane zostalo przez Petersa i wspoOlpracownikoéw dla rejonu
naktadania genow 47-rnp i sas-10 u muszki owocowe;j® .

Transkrypty antysensowne moga takze post-transkrypcyjnie regulowaé poziom
ekspresji gendw kodujacych biatka poprzez odziatywania RNA — DNA. Oddzialywania
te mogg dotyczy¢ inicjowania 1 utrzymywania metylacji lub demetylacji rejondéw

promotorowych i sekwencji wzmacniajacych genéw  kodujacych biatka® %

>3890 Naturalne transkrypty antysensowne

loci genomowych a nawet catych chromosomow
sa przykladowo zaangazowane w inaktywacj¢ chromosomu X u samic ssakéw,
gdzie promotor genu Xist wyciszony jest przez utrzymywanie w tym rejonie trimetylacji 27
i 36 lizyny histonu H3 przez antysensowny T7six. Aktywacja genu Xist, spowodowana
wyciszeniem ekspresji Tsix na jednym z chromosoméw X, prowadzi do konsekwentnej

inaktywacji tej kopii chromosomu’" *2

. Innym przykladem moze by¢ regulacja ekspresji
ludzkiego genu BDNF, ktérego wyciszenie zwigzanie jest z wprowadzeniem do catego locus
genomowego w ktorym si¢ on znajduje trimetylacji 27 lizyny histonu H3 przez kompleks
PCR2 (z ang. polycomb repressive complex 2)”>. Aktywno$é kompleksu PCR2 inicjowana

jest z kolei przez naturalny transkrypt antysensowny genu BDNF-.
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Rycina 3. Podsumowanie potencjalnych funkcji petnionych przez formowanie si¢ dwuniciowego RNA
(dsRNA). Obejmujg one maskowanie RNA, moggce wplywaé na alternatywny splicing i translacje, oraz
ochrania¢ transkrypty przed dziataniem rybonukleaz trawigcych jednoniciowe RNA i wspotzawodniczyc¢ o
miejsca wigzania miRNA znajdujqce si¢ w rejonie nakladania. Struktura dsRNA moze by¢ ponadto
rozpoznana przez kompleks ADAR (z ang. adenosine deaminase acting on RNA) prowadzgc do
redagowania sekwencji RNA, lub przez kompleks RISC (z ang. RNA-induced silencing complex),
prowadzgc do interferencji RNA. W sktad kompleksu RISC wchodzi biatko z rodziny Dicer, przycinajgce
sekwencje dsRNA, oraz biatko z rodziny Argonaute (AGO), ktore peini kluczowq funkcje w wyciszaniu
ekspresji genow docelowych przez kompleks RISC.

Pomimo wielu lat badan poswigconych roznym rodzajom naktadajacych sie genéw,
wcigz brakuje ostatecznej odpowiedzi na to, czy taki sposob organizacji genomowej
wyewoluowat jako kolejny poziom regulacji ekspresji genow, czy tez jest to produkt uboczny
architektury genomowej, ktéry w sposob przypadkowy zyskat funkcjonalne znaczenie dla
niektorych genéw. Wiele badan wykazato tkankowo specyficzny charakter ekspresji tego

34, 36

typu genow’" , co nie moze jednak samo w sobie by¢ ostatecznym dowodem

. L, . . . 39 94
na funkcjonalno$é zjawiska naktadania®”

. W niniejszej pracy przeanalizowano specyficzng
grupe naktadajacych si¢ gendéw, w ktdérej oba geny z pary sa genami kodujacymi bialka.
Skupiono si¢ ponadto na genach zwrdconych w stosunku do siebie koncami 5°, ktorych
ekspresja moze potencjalnie byé inicjowana przez promotory dwukierunkowe”. Z tego
wzgledu w dalszej cze¢$ci rozdzialu omoéwiono pokroétce architekture promotoréw, ich rodzaje
oraz sposoby regulacji, ktére moga przyczynia¢ si¢ do scharakteryzowania promotora jako

jedno lub dwukierunkowy.
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Architektura promotorow

Promotorem okresla si¢ zestaw wszystkich sekwencji istotnych dla inicjacji
transkrypcji gendw. Aktywno$¢ roznych rodzajow polimerazy RNA moze by¢ zwigzana
z réznymi rodzajami promotoréw, jednakze w kontekScie niniejszej pracy doktorskiej
skupiono si¢ na promotorach polimerazy RNA II, ktéra odpowiada za transkrypcje gendéw
kodujacych biatka oraz niektérych dlugich niekodujacych RNA”. Wiekszo$é promotorow
ztozona jest z przynajmniej kilku elementow promotora podstawowego (ang. core promoter
elements), ktore stanowig podstawowy zestaw sekwencji niezbednych do prawidtowego
zainicjowania transkrypcji. Motywy sekwencji promotora podstawowego rozpoznawane
sa przez ogolne czynniki transkrypcyjne (ang. general transcription factors), do ktérych
zaliczy¢ mozna sktadajace si¢ z wielu podjednostek kompleksy TFIIA, TFIIB, TFIID, TFIIE,
TFIIF oraz TFIIH, ktore uczestnicza w formowaniu si¢ kompleksu preinicjacyjnego
(PIC; z ang. preinitiation complex)’”**. Ogblne czynniki transkrypcyjne, wraz z powigzanymi
czynnikami transkrypcyjnymi umozliwiaja eukariotycznej polimerazie RNA II rozpoczecie
transkrypcji. Wydajno$¢ transkrypcji z promotora podstawowego bez oddziatywania
z dodatkowymi czynnikami transkrypcyjnymi moze by¢ stosunkowo niska. Do promotora
podstawowego zaliczy¢ mozna kilka elementow, ktdre znajdujg si¢ na obszarze obejmujagcym

mniej wigcej do 40 nukleotydow powyzej oraz ponizej miejsca startu transkrypcji

(rycina 4)”.
TSS
—-40 40
- b TCT MTE * iz
BREu|| TATA || BREd Inr DPE
[BREu|| TATA | [tnr]|

Rycina 4. Wybrane elementy promotora podstawowego. Opis oznaczen zgodnie z kolejnoscig
alfabetyczng: BREd — z ang. TFIIB recognition element (BRE)-downstream; BREu — z ang. TFIIB
recognition element (BRE)-upstream; DPE — z ang. downstream promoter element; Inr — sekwencja
inicjatorowq, MTE — z ang. motif ten element; TATA — sekwencja TATA; TSS — z ang. Transcription start
site. Rycina powstata w oparciu o prace przeglgdowq Kadonagamo.

W samym centrum promotora podstawowego znajduje si¢ sekwencja inicjatorowa
(Inr), ktorej sekwencja konsensusowa, zgodnie z systemem IUPAC (z ang. international
union of pure and applied chemistry) przyjmuje u cztowieka i innych ssakow postaé
5- YYANWYY-3" "', Trzeci nukleotyd tej sekwencji najwyzszej zgodnosci, liczac od konca
5’, jest miejscem inicjacji startu transkrypcji (TSS; z ang. transcription start site)

i w stosunku do niego liczona jest odleglo$¢ innych elementéw promotora podstawowego.
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Sekwencja inicjatorowa czgsto wystepuje w promotorze z tak zwang sekwencja TATA,
ktora odkryta zostata na przelomie lat siedemdziesiatych i osiemdziesiatych'® '®. Nazwa
sekwencji TATA wywodzi si¢ od jej sekwencji najwyzszej zgodnosci 5’-TATAWAAR-3’,
ktora identyfikowana jest w mniej niz 15% promotoréow u ssakow'** ', Sekwencja TATA
rozpoznawana jest przez biatko TBP (z ang. TATA-binding protein), ktora jest podjednostka
kompleksu TFIID'®. Po obu stronach sekwencji TATA znajdowaé sic moga dodatkowe
sekwencje regulatorowe, ktore rozpoznawane sg przez podjednostk¢ 7FIIB i prawdopodobnie
odgrywaja one rol¢ w pozycjonowaniu polimerazy RNA II w odpowiednim miejscu startu
transkrypcji'”’. Sekwencje te znane sa pod ogolng nazwa BRE (z ang. TFIIB recognition
element) 1 w zaleznosci od tego czy znajduja si¢ na 5’ czy na 3’ koncu w stosunku do
sekwencji TATA, nosza one odpowiednio nazwy BREu (z ang. BRE-upstream) lub BREd

108111 Kolejnym elementem promotora podstawowego z ktorym

(z ang. BRE-downstream)
czgsto wystepuje sekwencja inicjatorowa jest sekwencja DPE (z ang. downstream promoter
element), ktora po raz pierwszy zidentyfikowana zostata u muszki owocowej''*. Znajduje sie
ona od 28 do 32 nukleotydow ponizej sekwencji inicjatorowej' " i jest ona przypuszczalnie
miejscem wigzania podjednostek TAF6 oraz TAF9 kompleksu TFIID’" '"*''° DPE wchodzi
w sklad elementow promotora podstawowego prawie wszystkich genéw homeotycznych
u muszki owocowej''’. Co ciekawe, sekwencje DPE oraz TATA sa bardzo rzadko
znajdywane w jednym promotorze, jednakze wystgpowanie ich obu zwigzane jest

12 11318 gekwencja DPE naktada si¢ rowniez z powyzej potozonym

z sekwencja Inr
na sekwencji DNA elementem MTE (z ang. motif ten element), ktory moze by¢ regulowany
przez te same podjednostki TAF6 i TAF9, ktére rozpoznaja sekwencje DPE''*''® Wysoki
stopien naktadania si¢ motywow MTE oraz DPE, a co za tym idzie réwniez podobienstwa
sekwencyjnego powoduje, ze pelnig one najprawdopodobniej podobne funkcje, jednakze oba
z tych motywow s3 od siebie niezalezne. Badania wykazaly, ze element MTE moze
skompensowac inaktywacje sekwencji TATA oraz DPE i wraz z sekwencja inicjatorowa
prowadzi¢ do inicjacji transkrypcji''®. Ostatni omawiany element promotora podstawowego
nosi nazwe TCT, ktora pochodzi od czegsto wystepujacej w jego sekwencji najwyzszej
zgodnosci trojki nukleotydéw ,,TCT”. Element ten naktada si¢ z sekwencja inicjatorowa,
lecz nie jest on jej substytutem'*’. Badania przeprowadzone u cztowieka i muszki owocowej
wykazaly, ze funkcjonalno$¢ elementu TCT jest najprawdopodobniej zwigzana z regulacja

translacji mRNA 1 wystepuje on w prawie wszystkich promotorach biatek rybosomalnych

oraz innych biatkach zwiazanych z translacja' .
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Rodzaje promotorow

Funkcja elementéw promotora podstawowego polega na umozliwieniu precyzyjnej
regulacji transkrypcji'>" '*>. W poprzednim paragrafie oméwiono elementy stanowigce zestaw
blokéw budulcowych promotoréow podstawowych, ktoérych kompozycja ma wplyw
na charakter promotora. Biorgc pod uwage budowe, promotory dzieli si¢ na dwie gldwne
kategorie. Pierwsza z nich sg promotory skupione (ang. focused), ktéorych miejsce startu
transkrypcji jest precyzyjnie wyznaczone sekwencja inicjatorowa i ktorej czgsto towarzyszy
sekwencja TATA, DPE lub MTE'* '**. Druga kategoria obejmuje promotory rozproszone
(ang. dispersed), w ktorych wiele miejsc TSS o relatywnie nizszej ekspresji znajduje si¢
na obszarze o dlugosci do 100 nukleotydow. Tego typu promotory po raz pierwszy
zidentyfikowane zostalty wséréd genow metabolizmu podstawowego (ang. housekeeping

125

genes) . Wsrod promotoréw tego typu nie znajduje si¢ najczesciej sekwencji TATA,

a pozycjonowanie polimerazy RNA II moze by¢ regulowane takimi czynnikami

transkrypcyjnymi  jak Spl czy NF-Y'*'%

Rowniez czynniki epigenetyczne jak
pozycjonowanie nukleosoméw moze mie¢ wptyw na przynalezno$¢ promotora do pierwszej
lub drugiej kategorii. Promotory rozproszone czgsciej niz promotory skupione skorelowane sa
z umiejscowieniem startu transkrypcji w rejonie wolnym od nukleosoméw

. 1129, 130
(NFR; z ang. nucleosome free region) =

. Rejon ten z kazdej ze stron okalany jest przez
silnie pozycjonowane nukleosomy (ang. well positioned nucleosome) ktére zwyczajowo
nazywa si¢ nukleosomem +1, dla nukleosomu polozonego ponizej rejonu NFR,
oraz nukleosomem -1, dla nukleosomu po stronie przeciwnej'>''*. Obecnos¢ rejonu wolnego
od nukleosomoéw moze konsekwentnie wptynaé na rozpoznawanie motywéw DNA w nim
zawartych przez czynniki transkrypcyjne nie nalezace do grupy podstawowych czynnikéw
inicjujagcych transkrypcje. Zatem promotor typu rozproszonego, nieposiadajacy wigkszej
czesci elementdw promotora podstawowego, moze zostaé efektywnie aktywowany za pomoca
innych czynnikoéw transkrypcyjnych.

Mimo iz promotory podzieli¢ mozna na opisane powyzej dwie kategorie zalezne
od precyzji miejsca inicjacji transkrypcji, w praktyce granice te s3 bardzo plynne i czgsto
obserwuje si¢ kilka blisko siebie usytuowanych miejsc inicjacji transkrypcji, posrod ktorych

dominuje jedno z tych miejsc'*” **

. Niezaleznie od typu promotora, na jego aktywnos¢ maja
réwniez wpltyw inne czynniki epigenetyczne do ktorych zaliczy¢é mozna zrdéznicowanie
wariantow histoné6w budujacych nukleosom w rejonie startu transkrypcji. Przyktadowo

wbudowanie w nukleosomy w rejonie promotorowym bialek histonowych H2A.Z,
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szczegdlnie w polaczeniu z jednoczesnym wbudowaniem wariantu H3.3, prowadzi¢ moze
do  destabilizacji  rdzenia  nukleosomu  stymulujac  inicjacj¢ 1  elongacje

transkrypcji'>>

histonowych w nukleosomach znajdujacych si¢ w promotorze moga mie¢ wplyw na

133, 133139 - Rowniez modyfikacje post-transkrypcyjne N koficow biatek

formowanie si¢ kompleksu inicjujacego transkrypcj¢. Modyfikacje takie moga obejmowac
acetylacje, metylacje, fosforylacj¢ oraz ubikwitynacje, z czego pierwsze dwa rodzaje

140

modyfikacji sg na dzien dzisiejszy najdoktadniej zbadane ™. Modyfikacje te moga byc¢

w bardzo dynamiczny sposob dodawane lub usuwane z poszczeg6élnych histonéw za pomoca
odpowiednich enzyméw, np. acetylotransferaz (HAT; z ang. histone acetylotransferaze)'*'
lub deacetylaz (HDAC; z ang. histone deacetylase)'*', ktére odpowiednio dodaja lub usuwaja
grupy acetylowe z ogonow histonowych. Wspomniang acetylacje histonu laczy si¢ ze
zwigkszong aktywnoscig transkrypcyjng. W kontek$cie inicjacji transkrypcji acetylacja
wariantu histonu H2A.Z w nukleosomie +1 polaczona zostata ze zwigkszonym poziomem
ekspresji genu'*’, podczas gdy acetylacja 27 lizyny histonu H3 (H3K27ac) skorelowana
zostata z aktywnymi rejonami promotorowymi oraz elementami regulatorowymi'* '**,
Metylacja rowniez moze peli¢ funkcje aktywujace. Przyktadowo trimetylacja 4 lizyny
histonu H3 (H3K4me3) powigzana zostala z aktywnymi rejonami promotorowymi' > '**.
Badania wykazaty, ze kompleks TFIID moze si¢, poprzez specjalng domeng biatka TAF3,
wigza¢ bezposrednio do histonu o takiej wtasnie modyfikacji, co moze mie¢ szczegdlnie
wazng funkcje w przypadku inicjacji transkrypcji w promotorach pozbawionych pewnych
elementow podstawowych'®®. Z drugiej strony metylacja moze prowadzi¢ do Scistego
upakowania chromatyny, prowadzac do wyciszenia danego rejonu w genomie'*> 7 4%,
Poniewaz kazdy z nukleosomoéw sktada si¢ z o$miu biatek histonowych, a kazde
z nich moze podlega¢ réznym post-transkrypcyjnym modyfikacjom, istnieje wiele kombinacji
modyfikacji, ktére moga wspolnie wystepowac i odzwierciedla¢ pewien stan chromatyny.
Przyktadowo wspolne wystgpowanie modyfikacji H3K27me3 oraz H3K4me3 skorelowane

zostalo z wyciszonymi rejonami promotorowymi'* '**

. Skorelowanie roznego rodzaju
modyfikacji z funkcjonalnymi elementami obserwowanymi w genomach zainspirowato
badaczy do stworzenia koncepcji tak zwanego kodu histonowego'*. Blyskawiczny rozwoj
rozmaitych technik opartych o sekwencjonowanie nowych generacji umozliwit opracowanie
wielu metod pozwalajagcych na globalne analizy rozmaitych modyfikacji histonéw
w genomach. Obecnie mozliwe jest zbadanie wystgpowania wielu rodzajéw modyfikacji

histonow np. za pomoca techniki ChIP-Seq. Aby utatwi¢ jednoczesng interpretacje wynikow

z roznych eksperymentéw ChiP-Seq, opracowano narzedzia bioinformatyczne oparte o ukryte
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modele markowa (HMM; z ang. hidden marcov models) oraz nauczanie maszynowe.
Przyktadami takich narzedzi sa ChromHMM '™, oraz jego zmodyfikowana wersja o nazwie
Spectacle’', ktore dziela genom na nienaktadajace sie rejony wykazujace taki sam wzorzec
post-transkrypcyjnych modyfikacji histonow. Rejony takie nazywane sg stanami chromatyny
(ang. chromatin states) 1 pozwalaja na bardzo efektywna analiz¢ dynamicznie zmieniajacego

. . 150, 152
si¢ kodu histonowego "

. Pamigta¢ jednak nalezy, ze chociaz wiele badan wykazato
wysoki stopien skorelowania miedzy ro6znymi rodzajami modyfikacji histonéw
a funkcjonalnymi elementami w genomie, to jednak nie zawsze wszystkie oczekiwane
modyfikacje musza wystepowaé. Niedawne badania przeprowadzone dla D.melanogaster
oraz C.elegans wykazaly przykladowo, ze ekspresja bez znanych ,aktywujacych”
modyfikacji histonow jest mozliwa i wystepuje wsrdd niektorych genéw aktywnych w trakcie
rozwoju tych organizméw'>’. Autorzy zasugerowali, ze geny o stabilnej ekspresji posiadaja
silne sygnaly modyfikacji histonow, jednakze geny wymagajace naglej aktywacji badz
inaktywacji moga nie posiada¢ w  chromatynie odpowiednich  modyfikacji
post-transkrypcyjnych, gdyz ich ekspresja zwigzana jest glownie z czynnikami

transkrypcyjnymi przez krotki czas oddzialywujacymi z DNA.

Promotory dwukierunkowe

Promotory, w zaleznosci od swojej budowy, czynnikow transkrypcyjnych
oraz modyfikacji epigenetycznych, moga inicjowaé transkrypcj¢ w jednym lub dwoch
kierunkach i czesto wykazuja pod tym wzgledem tkankows specyficznoé¢'™*. Wiele badan
sugeruje, ze w przypadku wigkszo$ci promotorow transkrypcja moze by¢ inicjowana
jednoczesnie w dwoch kierunkach, jednakze transkrypty tworzone w jednym z nich stanowia
stabilne, kodujace lub niekodujagce RNA, podczas gdy transkrypty inicjowane w przeciwnym
kierunku tworza niestabilne 1 szybko degradowane RNA o nazwie PROMPT

(z ang. promoter-upstream transcripz‘)lss'159

. Istnieja réwniez promotory dwukierunkowe,
ktére w obu kierunkach inicjujg stabilne transkrypty. Promotorom tym po$wigcono dalsza
cz¢$¢ niniejszego rozdziatu.

Trinklein i wspotpracownicy'® wykazali ze 1352 pary ludzkich genéw kodujacych
biatka regulowane sg przez promotory dwukierunkowe, z ktoérych 315 par naktada si¢ na
koncach 5’ a pozostale 1037 ulega ekspresji bez naktadania. Geny te oddalone sa od siebie
o mniej niz 1000 par zasad, lecz odleglos¢ dla wigkszos$ci z nich nie przekracza 300

160

nukleotydéw ™. Taki dystans mi¢dzy genami w parze moze by¢ po czeSci thumaczony

modelem, w ktérym inicjacja transkrypcji w promotorze dwukierunkowym nast¢puje na obu
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koncach rejonu NFR!61-163

. Badania przeprowadzone przez Trinklein i wspotpracownikéw
wykazaly jednak, ze dystans pomigdzy genami regulowanymi przez promotory
dwukierunkowe moze w niektorych przypadkach siegaé¢ wiecej niz 2000 nukleotydow'®.
Ogolna charakterystyka promotoréw dwukierunkowych u myszy wykazata, ze w stosunku do
promotoréw  jednokierunkowych s3 one regulowane przez wigcej czynnikow
transkrypcyjnych, maja dwa osobne kompleksy pre-inicjacyjne oraz geny przez nie
regulowane majg $rednio wyzszy poziom ekspresji'®. Geny regulowane przez promotory
dwukierunkowe majg rowniez ogdlng tendencj¢ do ko-ekspresji a ich poziom ekspres;ji jest
przewaznie pozytywnie skorelowany. Reguta ta nie sprawdzita si¢ jednak w przypadku 11%
par gendéw zidentyfikowanych przez Trinkleina i wspotpracownikow'®’, ktore wykazywaty
negatywna korelacj¢ ekspresji. Dwukierunkowe rejony promotorowe znacznie czg¢$ciej niz
promotory jednokierunkowe znajduja si¢ wewnatrz wysp CpG, czyli rejonow DNA
o podwyzszonym $rednim wystepowaniu par C+G przy jednoczesnym obnizeniu metylacji
DNA'*. Wewnatrz wysp CpG u czlowicka znajduje si¢ okolo 90% promotorow
dwukierunkowych oraz jedynie 45% promotoréw jednokierunkowych'®. Promotory
dwukierunkowe moga si¢ do pewnego stopnia rézni¢ od jednokierunkowych réwniez
kompozycja elementow promotora podstawowego. Przykltadowo sekwencja TATA

znaleziona zostata przez Yang i Elnitski'®

tylko dla 9% gendéw regulowanych przez
promotory dwukierunkowe i 29% gendéw regulowanych przez promotory jednokierunkowe.
Z kolei Park i wspotpracownicy'® zasugerowali model regulacji inicjacji transkrypciji,
w ktorym sekwencja TATA stanowi element promotora podstawowego wplywajacego na
ustalenie kierunku transkrypcji. Model taki ttumaczylby, dlaczego wewnatrz wysp CpG
posiadajagcych mniej sekwencji typu TATA znajduje si¢ wigcej promotorow
dwukierunkowych.

Na kierunkowy charakter promotora moga takze wptywaé czynniki transkrypcyjne'®’.
Przyktadowo, czynnik transkrypcyjny GABPA odpowiada za regulacje wiecej niz 80%
promotoréw dwukierunkowych, a jego przylaczenie do promotora jednokierunkowego
prowadzito do dwukierunkowej ekspresji az 67% z testowanych promotorow
jednokierunkowych'®®. Badania oparte zardéwno o eksperymenty ChIP-Seq jak réwniez
predykcje in silico wykazaty w promotorach dwukierunkowych nadreprezentacj¢ miejsc
wigzania wielu innych czynnikow transkrypcyjnych, wlaczajac w to biatka E2F1, E2F4,
MYC, NF-Y, NRF-1, SP1, SP3, STATI oraz YYI'® ' 7 drugiej strony wykazano,
ze obecno$¢ miejsc wigzania 73% ludzkich czynnikow transkrypcyjnych jest

. . . P 170
niedoreprezentowana  wewnatrz  dwukierunkowych  rejonéw  promotorowych'”.
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Wiazanie niektoérych z tych czynnikéw transkrypcyjnych moze prowadzi¢ do sytuacji,
w ktorej promotor dwukierunkowy inicjuje transkrypcje jednokierunkowo. Przyktadami
takich czynnikow sa Creb/ATF, Klf/Sp, NFYA lub Zfpl161'"'. Oznacza to, ze klasyczne
promotory dwukierunkowe posiadaja pewien zestaw charakterystycznych dla siebie
czynnikow transkrypcyjnych, ktére moga odpowiada¢ w sposob szczegdlny za regulacje

inicjacji ich transkrypcji w dwoch kierunkach.
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2. Cel pracy

Wigkszo§¢ badan prowadzonych w ostatnich latach skupiona byta nad genami
kodujacymi biatka, naktadajagcymi si¢ z IncRNA. Znacznie mniej wiadomo jednak o parach
gendw ztozonych z dwoch gendw kodujacych biatka. Wyjatkowa architektura genomowa
otwiera tutaj mozliwo$¢ regulacji poziomu ekspresji genéw naktadajacych si¢ np. przez
kolizje polimeraz, ktora moze przyczyniaé si¢ do obnizenia ekspresji genoéw nakladajacych’®.
Z drugiej strony dla par tego typu funkcjonalno$¢ zjawiska nakladania mogla mieé
drugorzedne znaczenie, gdyz podstawowg funkcja obu genow w parze jest kodowanie bialtka.
Celem niniejszej pracy byla weryfikacja skali zjawiska nakladania si¢ genow
kodujacych bialka, skupiajac si¢ na genach nakladajacych si¢ koncami 5’ u czlowieka
i myszy oraz oszacowanie wplywu zjawiska nakladania na poziom ekspresji genow
nakladajacych si¢, ze szczegélnym uwzglednieniem roli jaka odgrywac¢ moga zaklocenia

transkrypcyjne.
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3. Materialy
3.1. Adnotacje referencyjne
Dane adnotacji genomow referencyjnych w wersji GRCh38/hg38 dla cztowieka oraz
NCBI37/mm9 dla myszy pobrano z wykorzystaniem narzedzia Table Browser z bazy danych
UCSC'". Dla cztowieka pobrano dodatkowo adnotacje referencyjne z projektu GENCODE

173

(wersja 24) "7, ktore wykorzystane zostaly podczas analiz wynikow pochodzacych

z wysokoprzepustowego sekwencjonowania transkryptomow.

3.2. Alternatywne miejsca startu transkrypcji
Koordynaty miejsc alternatywnego startu transkrypcji, okreslone metoda TSS-Seq,
pobrane zostaly z serwera FTP bazy DBTSS w wersji 9 dla czlowieka'™* oraz wersji 8

dla myszy'”

. U czlowieka byly one dostepne tacznie dla 73 bibliotek (tabela 1), w tym 19
bibliotek pochodzacych z organdéw zdrowego dorostego czlowieka, 5 z organéw plodowych,
23 z linii komodrkowych powstalych w wyniku hodowli 7 typow komorek w rdznych
warunkach laboratoryjnych oraz 26 bibliotek TSS-Seq pochodzacych z probek tkanki
gruczolakoraka ptuc pobranych od réznych pacjentéw. Dane pobrane dla myszy obejmowaly
4 probki embrionalne otrzymane kolejno po 7, 11, 15 oraz 17 dniach rozwoju (tabela 1).
Dodatkowo, w ramach pracy analizowano dla myszy rowniez koordynaty miejsc TSS
w sze$ciu organach (tabela 1). Koordynaty te okreslone zostaly przez tworcow bazy DBTSS
z wykorzystaniem tego samego protokotu co pozostale dane dla cztowieka i myszy. Zostaty

one przygotowane przez zespol profesora Yutaka Suzuki z Uniwersytetu w Tokio na potrzeby

niniejszej pracy doktorskie;j.

Tabela 1. Lista 73 ludzkich i 10 mysich bibliotek TSS-Seq.

Cztowiek (Homo sapiens)

Typ biblioteki | Oznaczenie biblioteki Warunki hodowli Odnos$nik
TSS-Seq komorkowej literaturowy
Zdrowe organy | Tkanka thuszczowa RNA wykorzystane przez 174, 176
1 tkanki Nadnercza tworcow bazy DBTSS do
Mozg 1 przeprowadzenia
- eksperymentu TSS-Seq
Mozg 2 .
- zakupione zostato z firmy
Mézg 3 Clontech i Ambion.
Piers$
Jelito
Serce 1
Serce 2
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Nerki 1

Nerki 2

Watroba

Phuca

Limfa

Migsnie

Jajniki

Prostata

Jadra

Tarczyca

Mozg ptodu

Serce ptodu

Nerki ptodu

Watroba ptodu

Grasica plodu
DLD-1, DLD1 Hipoksja HIF1- Sze$¢ rodzajow warunkow 177
komorki DLDI1 Hipoksja HIF2- uwzgledniajgcych
rakgwe jelita DLD1 Hipoksja niski/norrr;all(ny pozliom tlenu
U0 D] Normoksja HIFI- | 1 sfekele celowang

DLD1 Normoksja HIF2- niece]owanq

DLD1 Normoksja
Beas-2B, Beas2B IL4+ STAT6 Osiem rodzajow warunkow 178
nabtonkowe Beas2B IL4- STAT6 zwigzanych z
komorki ptucne g cas2B IL4+ Parent eksprqsl,(j q/nadekspresj.q

czynnika trans Ccyjnego

Beas2B IL4- Parent STyAT6, dobovlv(g Et;élulicji

Beas2B IL4- STAT6 siRNA | ipterleukinami 4 oraz

Beas2B IL4- Kontrola transfekcji celowanej na

siRNA wyciszenie czynnika

Beas2B L4+ STAT6 transkrypcyjnego STAT6 lub

siRNA transfekcji niecelowanej

Beas2B IL4+ Kontrola

siRNA
Ramos, Ramos L4+ Stymulacja interleukinami 4 174
komorki Ramos IL4- w przypadku jednej z linii
chtoniaka komérkowych
Burkitta
MCF-7, MCF7 Normoksja Obnizone stezenie tlenu (1%) 179
nabtonkowe w przypadku jednej z linii
komorki raka | MCF7 Hipoksja komorkowych
piersi
TIG-3, TIG3 Normoksja Obnizone stezenie tlenu (1%) 179
embrionalne TIG3 Hipoksja w przypadku jedne;j z linii
fibroblasty komérkowych
ptucne
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HEK-293, HEK293 Normoksja Obnizone stezenie tlenu (1%) 179
embrionalne HEK293 Hipoksja w przypadku jednej z linii
komorki komoérkowych
nabtonkowe
nerki
Komorki HeLa |Hela Standardowe warunki 174
Komorki A427 Wiekszos$¢ linii 180
gruczolakoraka | A549 komoérkowych hodowano w
ptuc ABC1 standardowych warunkach na

1299 quy\yce RPMI 1§40 firmy

Nissui. Linie komorkowe

H1437 LC2ad, PC3, H1648 i H2347

H1648 hodowane byty na pozywce

H1650 kolagenowej firmy IWAKI

H1703 (qng. collagen Type I-coated

1810 dishes)

H1975

H2126

H2228

H2347

H322

1118

LC2ad

PC3

PC7

PC9

PC14

RERFLCad1

RERFLCad2

RERFLCKJ

RERFLCMS

RERFLCOK

VMRC-LCD

Mysz (Mus musculus)

Zdrowe organy | Mozg RNA wykorzystane przez dane

Serce tworcow bazy DBTSS do nieopubliko-

. rzeprowadzenia wane

Nerki I;ksplje):ryrnentu TSS-Seq

throba zakupione zostaly z firmy

Sledziona Ambion

Grasica
Komorki Zarodek, 7 dni Standardowe warunki 181
embrionalne Zarodek, 11 dni hodowlane

Zarodek, 15 dni

Zarodek, 17 dni
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3.3. Dane RNA-Seq
Sekwencjonowanie catych transkryptomow przeprowadzone zostato przez tworcoOw
bazy DBTSS dla tych samych 26 linii komorkowych gruczolakoraka ptuc, ktére uprzednio
przebadane zostaly z wykorzystaniem protokotu sekwencjonowania TSS-Seq. Surowe
sparowane odczyty powstate z wykorzystaniem sekwenatora HiSeq 2500 firmy Illumina,
zostaly pobrane z bazy ENA'®?, gdzie zachowane sa pod numerem akcesyjnym projektu

PRJDB2256'°.

3.4. Dane ChIP-Seq
Dla kazdej linii komorkowej gruczolakoraka pluc pobrano z serwera FTP bazy
DBTSS zmapowane uprzednio do genomu ludzkiego (w wersji hg38) odczyty w formacie
BED3+1, gdzie dodatkowa kolumna (+1) oznacza liczb¢ odczytéw zmapowanych w danym
miejscu. Dane te obejmowaty wyniki eksperymentow ChIP-Seq celowanych na identyfikacje
siedmiu rodzajow modyfikacji histonéw (H3ac, H3K27ac, H3K27me3, H3K36me3,
H3K4mel, H3K4me3 i H3K9me3) oraz aktywnosci polimerazy RNA II. Dla kazdej linii

komoérkowej pobrano rowniez dane z odpowiedniego sekwencjonowania kontrolnego.
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4. Metody
4.1. Genomowe adnotacje referencyjne i miejsca startu transkrypcji

Ludzkie 1 mysie sekwencje referencyjne z bazy RefSeq przefiltrowane zostaty
pozostawiajac tylko takie, ktorych numer akcesyjny zaczynat si¢ od NM_*, ktory to poczatek
w nomenklaturze RefSeq odpowiada sekwencjom mRNA'®, Uzycie w tym kroku adnotacji
RefSeq uzasadnione jest wykorzystaniem tych samych adnotacji w bazie DBTSS.
Koordynaty transkryptow reprezentujacych formy splicingowe danego genu wykorzystane
zostaly do okreslenia obszaru zajmowanego przez ten gen, jak zostalo to przedstawione
na rycinie 5 A. W rezultacie kazdy gen reprezentowany byl przez jedng pare¢ koordynat,
niezaleznie od tego jak wiele alternatywnych wariantéw splicingowych posiadal. Nastgpnie
kolekcje miejsc TSS, wyznaczonych na podstawie poszczegolnych bibliotek TSS-Seq, zostaly
niezaleznie przefiltrowane, biorgc pod uwagg tylko takie miejsca TSS, ktére przez tworcow
bazy DBTSS oznaczone zostaly jako ,zaufane” (ang. confident) oraz ktérych
znormalizowany poziom ekspresji byt nie mniejszy niz 5 ppm (liczba odczytow na milion
zmapowanych odczytow; ang. parts per million). Przyje¢cie takiego wlasnie minimalnego
poziomu ekspresji dla danych typu TSS-Seq umotywowane zostalo wynikami badan

przedstawionymi przez Yamashita i wspolpracownikow'’®

. Kolejnym kryterium przyjetym
podczas filtrowania wynikdw byto zmniejszenie dopuszczalnego maksymalnego dystansu
pomiedzy miejscem TSS a znanym z adnotacji referencyjnych koncem 5° genu z 50000
nukleotydow, ktory to dystans przyjety zostal w bazie DBTSS'”™ ', do 5000 nukleotydéw.
W efekcie dla kazdej biblioteki utworzono list¢ genéw ulegajacych ekspresji i przypisanych
im miejsc startu transkrypcji. Nastepnie, na podstawie koordynaty adnotowanego konca 3’
oraz koordynaty najdalej wysunigtego miejsca startu transkrypcji, wyznaczony zostat
w kazdej bibliotece obszar zajmowany przez dany gen (rycina 5 B). Liczba gendéw

oraz przypisanych im miejsc startu transkrypcji w poszczegdlnych bibliotekach

przedstawiona zostala w tabeli dodatkowej 1 w aneksie.
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Rycina 5. Wyznaczanie reprezentatywnych koordynat genow. Okreslanie koordynat genu na podstawie
lokalizacji jego alternatywnych form splicingowych kodujgcych biatka (A) oraz konsekwentne okreslanie
najdtuzszego obszaru reprezentatywnego genu w poszczegolnych bibliotekach (B).

4.2. Identyfikacja par genow nakladajacych si¢ koncami 5’

Identyfikacja par genéw nakladajacych si¢ koncami 5° odbyla si¢ niezaleznie
dla kazdej z bibliotek TSS-Seq. Za pary gendéw naktadajacych uznawano takie dwa geny,
ktorych najdhuzsze reprezentatywne koordynaty gendéw spetnialy warunki W1, W2 oraz W3,
graficznie zaprezentowane na rycinie 6. Wymagano, aby koniec 5’ i 3’ reprezentatywnego
obszaru genu A, znajdujacego si¢ na dodatniej nici DNA, byly odpowiednio wigksze
niz koniec 5’ i 3° genu B, ktory zlokalizowany jest na nici ujemne;j. Jednocze$nie wymagano,
aby koordynaty 5° konca genu A znajdowaly si¢ ponizej 5° konca genu B. Minimalny
przyjety obszar naktadania wyniost 1 nukleotyd. Listy wszystkich par genéw naktadajacych
si¢ u cztowieka i myszy w przynajmniej jednej bibliotece dostepne sa w opracowanej
na potrzeby niniejszej pracy internetowej bazie danych OverGeneDB, ktoéra opisana zostala

w rozdziale 5.9.

Gen A

GenB

Rycina 6. Kryteria zastosowane do okreslenia danej pary genow jako nakladajgce si¢ koncami 5°.
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4.3. Stopien nakladania si¢ genow
Transkrypcja gendow moze jednocze$nie zosta¢ zainicjowana z wykorzystaniem wigcej

niz jednego alternatywnego promotora'** '*>

. W wielu przypadkach moze to skutkowaé tym,
ze jedynie czg$¢ transkryptow wywodzi si¢ z rejonu nakladania. Sytuacja taka przedstawiona
zostata dla hipotetycznej pary gendéw na rycinie 7, gdzie oba geny z pary wykorzystuja
do ekspresji w bibliotece nr. 1 po dwa rejony promotorowe, jednakze tylko bardziej

wysunigte z nich naktadajg si¢ z genem na nici przeciwne;j.

42 ppm 58 ppm

biblioteka 1 r _ OR=0.42  JoinedOR = 0.0294
# ‘J OR=0.07 (Naktadanie czesciowe)
93 ppm 7 ppm
- 100 ppm
biblioteka 2 I OR = 1 JoinedOR = 1
‘J OR=1 (Naktadanie catkowite)
100 ppm
- 100 ppm
biblioteka 3 i OR = 0 JoinedOR = 0
<J OR=0 (Brak naktadania)
100 ppm

Rycina 7. Wartosci wspolczynnikow OR oraz JoinedOR dla przykladowej pary genow. Para ta
wykorzystuje do ekspresji w bibliotekach 1-3 rozne rejony promotorowe. W bibliotece 1 dochodzi do
nakladania czescig promotorow, ktore skutkuje przyjeciem przez wspoiczynnik OR obu genow oraz
konsekwentnie rowniez JoinedOR, wartosci wigkszej od 0 i mniejszej od 1. W bibliotece 2 dochodzi do
nakladania si¢ wszystkimi alternatywnymi miejscami startu transkrypcji przez oba geny z pary, co skutkuje
przyjeciem przez oba wspolczynniki wartosci rownej 1. W bibliotece 3 nie dochodzi do wykorzystania
nakladajqgcych sie miejsc startu transkrypcji, co skutkuje wartosciami wspotczynnikow OR oraz JoinedOR
rownej 0.

Aby okresli¢ stopien w jakim gen wulega transkrypcji z wykorzystaniem
alternatywnych miejsc startu transkrypcji znajdujacych si¢ w rejonie naktadania, opracowano
wspolczynnik nakladania OR (z ang. Overlap Ratio). Wspdtczynnik ten wyraza frakcje
czasteczek transkrybowanych z naktadajacych si¢ promotoréw (rycina 7). Aby okresli¢
w jakim stopniu geny w danej parze ulegaja transkrypcji z wykorzystaniem naktadajacych
si¢ miejsc TSS, opracowano rowniez wspoétczynnik JoinedOR (z ang. Joined Overlap Ratio),
ktory jest wynikiem przemnozenia warto$ci OR obu genow w parze (rycina 7). Maksymalng
wartoscig przyjmowang przez wspotczynniki OR oraz JoinedOR jest wartos¢ 1,
ktora oznacza, ze wszystkie transkrypty odpowiednio z genu, lub pary genoéw, zainicjowane
byly przez nakltadajace si¢ promotory. Im nizsza jest warto$¢ tych wspolczynnikéw,
tym nizsza warto$¢ ekspresji przypisana jest do rejondw naktadajacych sie, az do minimalne;j
warto$ci wynoszacej 0, ktora odzwierciedla brak ekspresji z nakladajacych si¢ miejsc startu

transkrypcji.
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4.4. Okreslenie miedzygatunkowego zakonserwowania nakladania si¢ genow
Identyfikacja ortologicznych par genéw naktadajacych si¢ u czlowieka i myszy odbyta
sie¢ w oparciu o adnotacje sekwencji homologicznych zdeponowane w bazie NCBI
HomoloGene w wersji 68'*. Dodatkowym etapem analizy byto manualne wyszukanie posrod
ortologicznych par gendw naktadajacych si¢ takich par, ktore ulegaja naktadaniu w organach
homologicznych migdzy cztowiekiem a myszg. Do organdéw takich nalezaly nerki, serce,

watroba i mozg.

4.5. Szacowanie ekspresji genow nakladajacych w oparciu o dane RNA-Seq
Surowe odczyty RNA-Seq, pochodzace z 26 linii komorkowych gruczolakoraka phuc
poddane zostaly kontroli jako$ci wykonanej przy uzyciu programu Trimmomatic (wersja
0.36)'" z nastepujacymi parametrami: -phred33; ILLUMINACLIP: adapters/TruSeq3-
PE fa:2:30:10; LEADING: 20; TRAILING: 20; SLIDINGWINDOW:5:20; MINLEN:50.
Jako$¢ poszczeg6lnych bibliotek RNA-Seq zaré6wno przed jak i po kontroli jakos$ci, zostala

'8 Kontrola jakosci

sprawdzona z wykorzystaniem programu FastQC (wersja 0.11.5)
na zadnym etapie nie wykazala nadreprezentacji sekwencji rRNA Iub tRNA, ktore
w niektorych przypadkach moga stanowi¢ stosunkowo duza czgs¢ wszystkich
zsekwencjonowanych odczytéw RNA-Seq, negatywnie wplywajac na poprawnosé
oszacowanych pozioméw ekspresji. Przy uzyciu programu HISAT2 (wersja 2.0.5)'%
przefiltrowane odczyty zostaly nastgpnie przyréwnane do ludzkiego genomu referencyjnego
w wersji hg38, ktéry pobrany zostat z bazy danych UCSC'". Uzyto domyslnych parametrow
za wyjatkiem wykorzystania flagi --downstream-transcriptome-assembly, ktora odpowiada
za dostosowanie wynikoéw mapowania do programéw sktadajacych transkryptomy w trybie
ab initio. Wykorzystany do mapowania indeks genomu referencyjnego UCSC hg38 zostat
pobrany z oficjalnej strony programu HISAT?2 (http://ccb.jhu.edu/software/hisat2). Wynikiem
mapowania odczytow byty pliki w formacie SAM, ktoére zostaly nastgpnie posortowane
i przekonwertowane do formatu BAM z wykorzystaniem pakietu programoéw SAMtools
(wersja 1.3.1.)"".

Calkowity poziom ekspresji genu stanowi sume poziomow ekspresji wszystkich jego
alternatywnych form splicingowych, ktorych ekspresja zostala obliczona przy uzyciu

2 Program ten uruchomiony zostal z parametrami

programu StringTie (wersja 1.3.1c)
—e oraz —B, ktore znacznie skracaja czas potrzebny do przeprowadzenia analizy biorac pod

uwage przy szacowaniu poziomu ekspresji transkryptow tylko te odczyty, ktdore zmapowane
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zostaly wewnatrz koordynat adnotacji referencyjnych. Z tego wzglgdu szacowanie poziomu
ekspresji genéw oparte zostalo o adnotacje referencyjne GENCODE (wersja 24)'",
ktére zawieraja wigcej alternatywnych form splicingowych niz adnotacje RefSeq.
Znormalizowany poziom ekspresji gendw oszacowany zostal w jednostce FPKM
(z ang. fragments per kilobase of exon per million fragments mapped). Pliki wynikowe
w formacie CTAB zostaly nastgpnie wykorzystane do analizy ekspresji roéznicowej

193

przeprowadzonej za pomocg programu Ballgown (wersja 2.8.0) . Dokladniejszy protokot tej

cze¢$ci analizy opisany zostal w rozdziale 4.6.

4.6. Badanie wplywu nakladania genow na alternatywny splicing

Analiza potencjalnego wptywu zjawiska naktadania na alternatywny splicing gendéw
przeprowadzona zostala dla par gendéw nakladajacych si¢ przynajmniej w pieciu
z 26 bibliotek gruczolakoraka pluc oraz ulegajacych transkrypcji z wykorzystaniem
nienaktadajacych si¢ promotorow w kolejnych pigciu lub wigcej bibliotekach. Dla wszystkich
przefiltrowanych w ten sposdb gendéw obliczono nastgpnie procentowy udziat ich form
splicingowych w catkowitej ekspresji. Odbylo si¢ to niezaleznie dla kazdej z badanych
bibliotek gruczolakoraka na podstawie poziomdéw ekspresji przypisanych poszczegdlnym
wariantom splicingowym, ktore ustalone zostaty zgodnie z protokotem opisanym w rozdziale
4.5. Kolejnym krokiem bylo obliczenie dla kazdego wariantu splicingowego, kazdego
z gendéw w parze, Sredniego udziatlu w ekspresji w bibliotekach w ktorych geny ulegaja
naktadaniu, oraz w bibliotekach w ktérych ekspresja obu genéw w parze zachodzi
z wykorzystaniem nienakladajacych si¢ miejsc startu transkrypcji. Jesli dla jakiejs formy
splicingowej warto§¢ bezwzgledna z rdznicy srednich wartosci jej udziatu w ekspresji genu
wynosita migdzy grupami wigcej niz 10%, para gendw byla raportowana jako kandydat do
nastepnego etapu analizy. Tak przygotowana lista par gendw zostata nastgpnie manualnie

przestudiowana z wykorzystaniem przegladarki genomowej IGV'** 1%

. Do dalszej analizy
dopuszczano tylko takie pary genow, w ktoérych zmiany procentowego udzialu form
splicingowych dotyczyly genu, ktéry zawsze wykorzystywat do ekspresji ten sam promotor.
Jest to spowodowane tym, ze wykorzystanie alternatywnych promotorow samo w sobie
mogloby by¢ powigzane ze zmianami w procentowym udziale poszczegdlnych form
splicingowych genu. Nastepnie, dla kazdej z tak wylonionych par gendéw przeprowadzona
zostata zgodnie ze standardowym protokolem'’® analiza ekspresji roéznicowej

z wykorzystaniem programu Ballgown (wersja 2.8.0)'”>. Analiza ta przeprowadzana byla

niezaleznie dla kazdej z par genow dla tych bibliotek gruczolakoraka ptuc, w ktorych oba
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geny z badanej pary ulegaty ekspresji, przy podziale tych bibliotek na te w ktorych ekspresja
zachodzi z nakladajacych si¢ miejsc TSS, oraz te w ktorych ekspresja zachodzi

bez nakladania.

4.7. Alleliczna specyficznos¢ ekspresji genow nakladajacych si¢
Analiza allelicznej specyficznosci ekspresji (ASE, z ang. allele-specific expression)
przeprowadzona zostala w oparciu o dane RNA-Seq dla 26 bibliotek gruczolakoraka,
ktére zmapowane zostaty do genomu ludzkiego zgodnie z protokolem opisanym w rozdziale
4.5. Pierwszym krokiem analizy bylo stworzenie dla plikow BAM indekséw, co odbylo si¢

z wykorzystaniem narzedzia index z pakietu SAMtools (wersja 1.3.1)""!

. Kolejnym krokiem
byto zidentyfikowanie polimorfizméw pojedynczych nukleotydow (SNP, z ang. single
nucleotide polymorphism) oraz krotkich insercji lub delecji, co wykonano niezaleznie dla
kazdej ze zmapowanych bibliotek RNA-Seq za pomoca narz¢dzia mpileup z pakietu
SAMtools oraz narzedzia view z pakietu beftools (wersja 0.1.19-96b5£2294a)"’,
ktére uruchomione zostalo z parametrami —bvcg. Jako wynik otrzymano list¢ miejsc
polimorfizmu pojedynczych nukleotydow oraz indeli, ktéra zostala nastepnie przefiltrowana
narzedziem ASEReadCounter z pakietu GATK (wersja 3.7)"® z domy$lnymi parametrami.
W wyniku dziatania tego narzedzia otrzymano list¢ koordynat miejsc SNP o potencjalnie
biallelicznym charakterze ekspresji wraz z liczba odczytow RNA-Seq, ktére potwierdzaty
w danym miejscu zgodno$¢ z referencyjng lub alternatywna sekwencja o pokryciu
przynajmniej 10 odczytow. Za sekwencje referencyjna stuzyla tutaj sekwencja ludzkiego
genomu referencyjnego hg38, do ktérej uprzednio mapowane byly surowe odczyty RNA-Seq.
Dla kazdej z 26 bibliotek gruczolakoraka pluc, na podstawie otrzymanych koordynat, miejsca
polimorficzne zostaly przypisane do gendéw ulegajacych ekspresji w danej bibliotece.

Wykorzystano w tym celu narzedzie intersect z pakietu BEDTools (wersja 2.25.0)'”

. Miejsca
SNP przypisywano do gendw naktadajacych si¢ z podzialem na trzy rejony przedstawione
na rycinie 8. W ten sposdb mozliwe bylo indywidualne zbadanie mono/biallelicznosci

kazdego z gendéw nakladajacych si¢ oraz samego rejonu naktadania.
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Rejon 1 ) Rejon 2 Rejon 3

f’ 08 gl

CH_ ] Gen A
Gen B

Rycina 8. Podzial pary genow na trzy rejony niezaleinie badane pod kgtem mono/biallelicznosci
ekspresji. Rejon pierwszy i trzeci obejmujg geny z wylgczeniem rejonu naktadania, podczas gdy ten
rozpatrywany jest jako rejon 2. Kazdy z trzech rejonow jest niezaleznie analizowany pod kqgtem
biallelicznych miejsc SNP, ktore wykorzystywane sq do okreslenia mono/biallelicznosci ekspresji danego
rejonu.

Dla wszystkich miejsc SNP skojarzonych z tak ustalonymi rejonami obliczono
nastepnie frakcje ekspresji przypisanej do alternatywnych alleli. Jesli warto§¢ procentowa
ekspresji przypisanej do ktoregos$ z alleli wynosita mniej niz 5%, ekspresja przypisana do
danego miejsca SNP uznawana byla za potencjalnie monoalleliczng. Poszczegodlne geny
czesto posiadaly wiecej niz jedno miejsce SNP. Ekspresje genu uznawano za potencjalnie
monoalleliczng tylko w przypadku, gdy wszystkie miejsca SNP skojarzone z tym genem
wykazywaty ekspresj¢ o charakterze potencjalnie monoallelicznym. W innych wypadkach

ekspresja genu uznawana byla za bialleliczna.

4.8. Analiza ekspresji roznicowej w kontekscie transfekcji
Analiza ekspresji réznicowej w kontekscie transfekcji przeprowadzona zostala
na podstawie danych TSS-Seq dla szeSciu linii komérkowych Beas2B przedstawionych
w tabeli 2. Cztery linie komorkowe poddane celowanej badZz niecelowanej transfekcji
potraktowane zostaly jako cztery powtorzenia biologiczne linii komdrkowych poddanych
transfekcji, podczas gdy dwie linie komdrkowe oznaczone jako ,,parent” potraktowane

zostaly jako kontrola dla tej transfekc;ji.

Tabela 2. Lista szesciu linii komorkowych Beas2B, ktore podadne zostaly analizie ekspresji roinicowej
w kontekscie transfekcji. Linie komorkowe oznaczone jako ,,parent” (pol. Rodzic) stanowiq kontrole
do procedury transfekcji, linie oznaczone jako ,,Kontrola” sq poddane zostaly niecelowanej transfekcji,
natomiast linie komorkowe oznaczone jako STAT6 siRNA+ sq liniami poddanymi transfekcji
z wykorzystaniem siRNA nacelowanych na wyciszenie ekspresji genu STAT6.

Linia komorkowa Kategoryzacja
Beas2B IL4+ parent Linie komorkowe nie
Beas2B IL4- parent poddane transfekcji
Beas2B IL4+ Kontrola

Beas2B I1.4- Kontrola Linie komorkowe
Beas2B IL4+ STAT6 siRNA+ poddane transfekcji
Beas2B IL4- STAT6 siRNA+
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Dla tak pogrupowanych bibliotek, wykorzystujac program edgeR**, przeprowadzono
analiz¢ ekspresji réznicowej biorgc pod uwage tacznie 15634 ludzkie geny, do ktorych
przypisano przynajmniej jeden odczyt TSS-Seq w przynajmniej jednej z szeSciu bibliotek
Beas2B. Potok analityczny oparty zostal o poradnik uzytkownika programu edgeR,
z zastosowaniem rekomendowanych parametrow dla przyktadowego podejscia opisanego
w rozdziale ,,Quick Start” w wersji z 4 Kwietnia 2016*"'. Jako geny ulegajace ekspresji
réznicowej uwazano takie, dla ktérych prawdopodobienstwo testowe bylo nie mniejsze niz
0,05. Jako geny ulegajace po transfekcji podwyzszonej ekspresji uznawano takie, ktorych
logarytm o podstawie 2 z krotno$ci zmiany ekspresji genu wzgledem $redniego poziomu byt
wigkszy od 0. Gdy warto$¢ ta byta mniejsza, ekspresj¢ genu po transfekcji uznawano

za obnizong wzgledem tej, obserwowanej przed transfekcja.

4.9. Analiza miejsc wigzania czynnikow transkrypcyjnych

Pierwszym  krokiem powigzania rejonow promotorowych z  czynnikami
transkrypcyjnymi, ktore moga je regulowac, bylo zidentyfikowanie potencjalnie tych samych
promotoréw w réznych bibliotekach TSS-Seq. W tym celu przeprowadzono analiz¢ skupien,
taczac wszystkie miejsca TSS oddalone od siebie w réznych bibliotekach nie wigcej niz 300
nt w klastry. Nastepnie, sekwencje nukleotydowe klastrow TSS, wraz z rejonem flankujacym
o dlugosci 500 nt w kazda ze stron, zostaly zbadane pod katem wystgpowania w nich
motywow wiazania czynnikow transkrypcyjnych pobranych z bazy danych JASPAR?
Byly to motywy wigzania tacznie dla 367 ludzkich i 141 mysich czynnikéw
transkrypcyjnych. Przeszukanie sekwencji nukleotydowych odbyto si¢ z wykorzystaniem
narzgdzia TFBSTools (wersja 1.14.0)*”, z minimalna wartoéciag relatywnej punktacji
(ang. score) rowng 95%. Warto$¢ relatywnej punktacji wyrazana jest tutaj jako warto$¢
procentowa 1 okresla jako$¢ przyroOwnania motywu wigzania czynnika transkrypcyjnego
w danym miejscu, wzgledem warto$ci maksymalnej punktacji dla najlepszego mozliwego
wigzania danego czynnika transkrypcyjnego. Jako$¢ przyréwnania obliczana jest w oparciu
o matryce PFM (z ang. position frequency matrix), ktdre przedstawiaja czgstotliwosé
wystepowania poszczegélnych nukleotydow na kolejnych pozycjach motywu wigzania
danego czynnika transkrypcyjnego™*. Tak okreslona lista czynnikoéw transkrypcyjnych,
mogacych hipotetycznie odpowiada¢ za regulacje poszczegdlnych promotorow,
zostala nastepnie dla kazdej z bibliotek przefiltrowana, pozostawiajac tylko takie czynniki,

ktore w danej linii komorkowej ulegaty ekspresji na podstawie danych TSS-Seq.
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Nadreprezentacja wystegpowania miejsc wigzania czynnikow transkrypcyjnych liczona
byta wykorzystujac test na pordwnanie proporcji dwoéch niezaleznych grup, oparty
o statystyke Z. Poréwnywano tutaj niezaleznie dla kazdego czynnika transkrypcyjnego
proporcje promotoréw posiadajacych przynajmniej jedno miejsce wigzania danego czynnika
wséréd rejonéw promotorowych gendw naktadajacych sig, wzgledem proporcji wsrod

wszystkich innych gendw, ktére nigdy nie byty zidentyfikowane jako naktadajace.

4.10. Badania modyfikacji bialek histonowych i aktywnosci polimerazy RNA 11

Z bazy DBTSS pobrano koordynaty zmapowanych do genomu ludzkiego odczytéw
pochodzacych z eksperymentow ChIP-Seq, nacelowanych na badanie siedmiu typow
modyfikacji histonow oraz aktywnos$ci polimerazy RNA II. Dane te dostgpne byly w formacie
BED3+1 dla 26 linii komodrkowych gruczolakoraka ptuc. Kazda z bibliotek ChIP-Seq
przekonwertowana zostala do standardowego formatu BED6. Nastepnie, postugujac sie¢

programem MACS2 (wersja 2.1.0)*”

, zmapowane odczyty wykorzystane zostaty do
okreslenia rejonéw wysycenia (ang. peaks), tzn. takich, ktorych pokrycie odczytami
w stosunku do otoczenia genomowego jest w sposob statystycznie istotny wyzsze. Proces ten
w jezyku angielskim zwany jest peak calling i przeprowadzony zostat aktywujac w programie
MACS2 parametr --nomodel dla wszystkich bibliotek ChIP-Seq, oraz dodatkowe parametry
--broad 1 --broad-cutoff 0.1 dla siedmiu modyfikacji histonowych, dla ktorych zaleca si¢
tworzenie dluzszych rejonow wysycenia niz w przypadku analizy czynnikéw
transkrypcyjnych®”®. Dane wynikowe z programu MACS2 oraz zmapowane do genomu
koordynaty odczytow zostaly nastgpnie przygotowane do wizualizacji w przegladarce
genomowej bazy OverGeneDB. W tym celu rejony statystycznie istotnego pokrycia
odczytami ChIP-Seq przekonwertowane zostaly z formatu BED do bigBed za pomoca
narzedzia bedToBigBed, ktore pobrane zostalo z bazy UCSC®’. Wszystkie koordynaty
odczytow zmapowanych do genomu zostaty natomiast przekonwertowane z formatu BED do
bigWig z wykorzystaniem narzedzi genomecov z pakietu BEDTools (wersja 2.25.0)" oraz

bedGraphToBigWig z bazy UCSC*"". Indeksowany format wynikowy bigWig zapewnia tutaj

mozliwo$¢ szybkiego przegladania pokrycia genomu zmapowanymi odczytami ChIP-Seq.

4.11. Analiza sygnalow aktywnosci polimerazy RNA II i modyfikacji histonow —
modele oparte o dane ChIP-Seq
Zjawisko interferencji transkrypcyjnej przebadane zostato w oparciu o dane ChIP-Seq

pochodzace z eksperymentéw nacelowanych na badanie aktywnos$ci polimerazy RNA II oraz
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siedmiu typow modyfikacji histonéw. Badano tutaj rejony nakladania genéw, w ktorych to
zachodzi¢ moga zakldcenia transkrypcyjne. Celem przeprowadzonych analiz byto stworzenie
modeli dla rejonu naktadania kazdej pary gendéw naktadajacej si¢ w przynajmniej jednej
bibliotece gruczolakoraka pluc. Modele rozumiane s3 tutaj jako uogdlnione kombinacje
modyfikacji histonéw oraz aktywno$ci polimerazy RNA II wspotwystepujacych w rejonie
naktadania, charakteryzujace grupy par genoéw zidentyfikowanych jako naktadajace sie¢
w przynajmniej jednej bibliotece. Wyodrgbnione wzorce epigenetyczne, byly nastgpnie
przeanalizowane w celu identyfikacji sygnatow, ktore mogltyby $wiadczy¢ o zachodzeniu
zjawiska interferencji transkrypcyjne;j.

Pierwszym krokiem bylo okreslenie rejonu, ktoéry wlaczony zostanie do analizy
dla danej pary genow. Zalezalo to od tego, ktoére geny w parze ulegaly w danej bibliotece
ekspresji 1 ktore promotory, naktadajace si¢ lub nie, byly wykorzystane. Na tej podstawie pary
gendw kwalifikowane byty do jednej z kategorii:

1. Geny naktadajace si¢ — rejon wiaczony do analizy znajdowat si¢ pomigdzy miejscami
TSS tworzacymi najdluzszy rejon naktadania pomig¢dzy genami.

2. Oba geny z pary ulegaja ekspresji, ale bez naktadania — podobnie jak w kategorii
powyzej, rejon wiaczany do analizy zlokalizowany byl pomigdzy miejscami TSS obu
genéow. W przypadku, gdy ktory$ z gendéw posiadat wiecej niz jeden promotor
aktywny w danej bibliotece, jako granice¢ obszaru wybierano TSS najdalej wysunigty
w kierunku 5°.

3. Tylko jeden z genow z pary ulega ekspresji — rejon wiaczany do analizy znajdowatl si¢
pomiedzy miejscem TSS genu ulegajacego ekspresji w danej bibliotece oraz najdalej
wysunietym miejscem TSS genu na nici przeciwnej w bibliotekach, w ktérych gen ten
ulegat ekspresji.

4. Zaden z gendw z pary nie ulega ekspresji — w przypadku braku ekspresji obu genow
w badanej bibliotece, do analizy wlaczano rejon wyznaczony przez najdalej wysunigte

koordynaty miejsc TSS obu genéw w innych bibliotekach.

Dla kazdego analizowanego rejonu wiaczano takze rejon flankujacy, ktéry obejmowat
obszar o dtugosci 1000 nt w kazda ze stron. Tak przygotowane rejony zapisywane byty dla
kazdej pary genow w formacie BED.

Informacja o aktywno$ci polimerazy RNA II oraz modyfikacjach histonow
przygotowana zostala w sposob niestandardowy z wykorzystaniem polecenia BinarizeBed

z programu Spectacle'”'. Polecenie to ma za zadanie stworzy¢é binarng matryce reprezentujaca
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wystepowanie poszczegélnych sygnaldow w calym genomie. W ramach opracowanego
protokotu zmieniono w poleceniu BinarizeBed domys$lng dlugos¢ okna (ang. window) z 200
do 25 nukleotydow. W programie Spectacle oknem okresla si¢ dlugo$¢ obszaréw na jakie
podzielony zostaje caly genom do ktérego zmapowane sg analizowane odczyty. W kazdym
z tak wyznaczonych okien program sprawdza wystgpowanie statystycznie istotnego
podwyzszenia liczby zmapowanych odczytow ChIP-Seq wzgledem kontroli. Wystapienie
takiego obszaru oznaczane jest cyfra 1, natomiast brak statystycznie istotnych réznic
oznaczany jest cyfra 0. Pozwala to na stworzenie binarnej reprezentacji calego genomu, ktorej

przyktadowy fragment przedstawiony zostat na rycinie 9.
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Rycina 9. Binarna reprezentacja sygnalow polimerazy RNA II i siedmiu typow modyfikacji histonow.
Utworzona matryca binarna jest jedynie matrycq demonstracyjng, ktora ma zilustrowacé ogolng zasade
tworzenia matrycy na podstawie obserwowanych w genomie sygnatow.

Z tak przygotowanych map binarnych catego genomu wyodrebniono nast¢pnie rejony,
ktore zostaly uprzednio wyznaczone do analizy dla poszczegdlnych par genow. W efekcie
kazda para genow reprezentowana byla przez macierz binarng o wymiarach 8 x N, gdzie cyfra
8 odpowiada liczbie analizowanych bibliotek ChIP-Seq, natomiast N odpowiada dlugosci
badanego rejonu, podzielonego przez 25, czyli przez dtugos¢ okna przyjeta w poleceniu
BinarizeBed. Kolejnym etapem analizy byto przeprowadzenie hierarchicznej analizy skupien.
Poniewaz dtugo$¢ analizowanego obszaru zalezata od badanej pary genéw, przed obliczeniem

dystansu pomiedzy poszczegdlnymi parami binarne mapy reprezentacji badanego rejonu
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musiaty by¢ najpierw przeksztalcone w wektory o takim samym wymiarze, tzn. o takiej samej
liczbie okien. W tym celu informacja zawarta w analizowanym obszarze musiata by¢
przeskalowana, co wigzato si¢ z przeliczeniem wartosci z poszczegdlnych okien. Przeliczenie
odbyto si¢ z wykorzystaniem opracowanej w tym celu metody. Zasade dziatania omowiono
na przyktadzie jednego wektora o dtugosci 10 okien, ktory przeskalowany zostat do wektora
o dtugos$ci 7 okien, co przedstawione zostalo na rycinie 10 A. Obliczenie nowych wartosci
w poszczegbdlnych oknach odbylo si¢ zgodnie ze wzorem przedstawionym na rycinie 10 B.
Dla pierwszego przeskalowanego okna na rycinie 10 A, nowa warto$¢ liczona byta na
podstawie warto$ci z dwoch pierwszych okien z pierwotnego wektora. Nowe okno naktadato
sie w 100% z pierwszym oknem wektora pierwotnego oraz w 43% z oknem drugim. Suma
iloczynéw warto$ci w poszczegolnych oknach z wektora pierwotnego oraz procentowego
pokrycia wyniosta w tym przypadku warto$¢ 1. Wartos¢ ta zostala nastepnie podzielona przez
iloraz liczby okien w pierwotnej i docelowej matrycy. W efekcie nowa wartosé
przeskalowanego wektora w oknie pierwszym wyniosta w zaokragleniu do jednego miejsca

po przecinku 0,7 (rycina 10 C).
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Rycina 10. Przeskalowywanie wektora. Binarne wartosci z pierwotnego wektora o diugosci 10 okien
przeskalowywane sq do wektora o docelowej dtugosci siedmiu okien. A) Wektor przed i po przeskalowaniu;
B) Wzor zgodnie z ktorym w obliczane sq nowe wartosci w poszczegolnych oknach docelowego wektora; C)
Przyktadowe obliczenie nowej wartosci okna pierwszego w wektorze docelowym, Skroty: PLO — pierwotna
liczna okien; DLO — docelowa liczba okien;, NW — nowa wartos¢ okna; NW1 — nowa wartos¢ okna, LON —
okna z pierwotnego wektora, ktore naktadajq si¢ z nowym oknem,; PW — pierwotna wartos¢ z wektora przed
przeskalowaniem; PR — procent w jakim nowe okno naktada si¢ ze starym oknem.

Wykorzystujac powyzszg metodg, badany obszar kazdej pary genow przeskalowany
zostal tak, by zajmowat 80 okien, podczas gdy rejony flanek, ktore w kazdym przypadku byly
tej samej dlugosci, nie podlegaty przeskalowaniu, zajmujac tacznie kolejne 80 okien

reprezentacji binarnej jak zostato to graficznie zaprezentowane na rycinie 11 A.
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Poniewaz zbyt duze przeskalowanie moze wprowadza¢ pewne zafalszowania sygnatu,
z dalszej analizy wylaczono pary, ktorych badany rejon przed przeskalowaniem byt dluzszy
niz 3000 nukleotydéw lub krotszy niz 200 nukleotydow. Kryteria takie dobrane zostaty
na podstawie badan wstepnych przeprowadzonych podczas opracowywania metody.
Tak przygotowane matryce przeksztalcone zostaly nastepnie w wielowymiarowe wektory
poprzez kolejne umieszczanie za sobg przeskalowanych warto$ci z poszczegolnych wierszy
danych (rycina 11 B). W ten sposéb przeskalowano i przeksztalcono matryce danych
binarnych do wektora o wymiarach 1 x (160*8), gdzie 160 odnosi si¢ do koncowej liczby
analizowanych okien danych a cyfra 8 reprezentuje siedem modyfikacji histonow i aktywnos$¢
polimerazy RNA II. Matryce zostaly nastgpnie poddane hierarchicznej analizie skupien.
Analiza ta wykonana zostala z wykorzystaniem skryptéw napisanych w jezyku
programowania Python (https://www.python.org/), w ktorych uzyto narzedzi [linkage
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oraz dendrogram z pakietu SciPy (wersja 0.12.0)"". Dystans obliczano metodg minimalne;j

wariancji Warda (ang. Ward's minimum variance method).
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Rycina 11. Przeksztalcanie binarnej matrycy reprezentujgcej gen w danej parze, do wektora danych.
Wizualizacja zasady przeksztatcenia binarnej matrycy z informacjq o obecnosci poszczegolnych rodzajow
modyfikacji histonow lub aktywnosci polimerazy RNA II do wielowymiarowego wektora danych moggcego
by¢é poddanym analizie skupien. Poszczegolne kolory na szachownicy reprezentujq poszczegolne
modyfikacje histonow i aktywnos¢é polimerazy. Dla uproszczenia przedstawiono tylko 5 wierszy danych.
Liczba ,,okien diugosci”, znajdujgca si¢ pod opisem poszczegolnych analizowanych rejonow, odnosi si¢ do
liczby okien o diugosci 25 nukleotydow, na ktore badany obszar genomu podzielony zostal przez program
Spectacle. (A) pary genow o roznej dfugosci badanego rejonu przeskalowane zostaly tak, by posiadaly one
te same wymiary, (B) Utworzenie z przeskalowanych matryc binarnych wektora danych.
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4.12. Maskowanie sekwencji docelowych miRNA przez rejon nakladania
Identyfikacja par gendw, ktérych rejon naktadania odpowiada¢ moze za maskowanie
sekwencji docelowych czasteczek miRNA, oparta zostala o manualng analize par genow
naktadajacych. Pierwszym krokiem bylo zidentyfikowanie wszystkich par gendéw, ktorych
rejon nakladania w przynajmniej jednej bibliotece znajduje si¢ w rejonie 3° UTR jednego lub
obu gendéw w parze. Nastepnie w oparciu o lokalizacje sekwencji docelowych miRNA,
zdeponowanych w bazach danych mirTarBase®” oraz Target Scan Human (wersja 7.1)*"

ustalono, ktore rejony nakladania pokrywaja si¢ ze znanymi sekwencjami docelowymi

miRNA.

4.13. Implementacja internetowej bazy danych genow nakladajacych
Baza danych genow naktadajacych si¢ zaimplementowana zostata w systemie MySQL
(https://www.mysql.com/). Zdeponowane w niej zostaly kluczowe informacje dotyczace
zidentyfikowanych ludzkich i mysich par genéw nakladajacych si¢. Publiczny internetowy
interfejs  bazy  danych, dostgpny pod adresem  http://overgenedb.amu.edu.pl,
zaimplementowany zostal w jezykach HTML, PHP oraz JavaScript. Szczegdtowy podglad
indywidualnej nakladajacej si¢ pary gendéw zostal dodatkowo zaopatrzony w zagniezdzona

w interfejs przegladarke genomowa Dalliance®'".

4.14. Analizy statystyczne i jezyki programowania

Wigkszo$¢ skryptow niezbednych do przeprowadzenia analiz opisanych w niniejszej
pracy doktorskiej zostato zaimplementowane w jezyku programowania Python w wersji 2.7
(https://www.python.org/). Analizy statystyczne, wiaczajac w to analiz¢ korelacji Pearsona
1 Spearmana, Test U Manna-Whitneya, oraz rd6zne odmiany testu T studenta, oparte zostaly
o biblioteki SciPy (wersja 0.12.0; https://www.scipy.org/) oraz NumPy (wersja 1.7.1;
http://www.numpy.org/). Wizualizacja wynikow w postaci wykresow odbyta si¢ w oparciu
o biblioteke Matplotlib (wersja 1.3.0; http://matplotlib.org/) oraz pdzniejsza manualng
obrobke graficzng przeprowadzong w programie InkScape (https://inkscape.org/). Analizy
dotyczace dzialan na sekwencjach nukleotydowych wykonane zostaly z wykorzystaniem
biblioteki BioPython (wersja 1.64; http://biopython.org/).

Pozostate skrypty, gltownie zwigzane ze standardowymi analizami wynikéw
sekwencjonowania nowych generacji oraz analiza miejsc Wwigzania czynnikéw
transkrypcyjnych,  zaimplementowane  zostaly w  jezyku  programowania R

(https://www.r-project.org/). Jezyk R zostal ponadto wykorzystany do niektorych analiz
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statystycznych wiaczajac w to obliczenie jadrowego estymatora gestosci (ang. kernel density),

oraz wizualizacje danych za pomocg wykresow typu bean plot*'?,
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5. Wyniki
5.1. Identyfikacja genow nakladajacych si¢ u czlowieka i myszy

Na podstawie referencyjnych adnotacji z bazy RefSeq ustalono reprezentatywne
koordynaty 25 553 ludzkich i 23 899 mysich gendéw. Sposrod nich, w oparciu o dane z bazy
DBTSS, zidentyfikowano tacznie 15 778 1 12 508 genow ulegajacych ekspresji
w przynajmniej jednej z 73 i 10 bibliotek odpowiednio u cztowieka i myszy. Genom tym
przypisano lacznie 46 278 alternatywnych miejsc TSS u cztowieka i 21 042 u myszy. Tabela
dodatkowa 1, zamieszczona w aneksie, zawiera informacj¢ o liczbie aktywnych miejsc TSS
w kazdej z bibliotek. Liczba ta, zgodnie z oczekiwaniem, jest silnie skorelowana z liczba
wszystkich gendéw ulegajacych ekspresji w danej bibliotece (wspotczynnik korelacji Pearsona

=0.95; p-value < 0,00001), co graficznie przedstawione zostato na rycinie 12.
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Rycina 12. Wizualizacja zaleinosci miedzy liczbg miejsc TSS a liczbg genow ulegajgcych ekspresji
w danej bibliotece.

Zaréwno ludzkie jak 1 mysie geny najczgsciej wykorzystuja jedno, cho¢ nie w kazdej
bibliotece to samo, miejsce TSS. Taka sytuacja dotyczy odpowiednio 9 065 i 9 349 genow
ludzkich 1 mysich. Geny wykorzystujace do ekspresji zawsze wigcej niz jeden promotor
nalezg do rzadkosci. U cztowieka i myszy jest odpowiednio tylko 106 i 299 tego typu genow.
Prawie trzykrotnie wyzsza liczba takich gendw u myszy w pordwnaniu z cztowiekiem jest
najprawdopodobniej zwigzana z tym, ze u czlowieka analizowana byla siedmiokrotnie
wyzsza liczba bibliotek, co wydaje si¢ zmniejsza¢ prawdopodobienstwo znalezienia genow

uzywajacych wielu promotoréw we wszystkich badanych bibliotekach. Na tle analizowanych
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bibliotek nieco wyr6zniaja si¢ te pochodzace z ludzkich tkanek plodowych, gdzie liczba
aktywnych TSS przypadajacych na liczbe gendéw ulegajacych ekspresji w danej tkance jest
zawsze wyzsza anizeli w odpowiadajagcym im tkankach dorostego cztowieka. Jako przyktad
moze tutaj postuzy¢ mozg, w ktorym u dorostego czlowieka $rednio co dziewiaty gen
wykorzystuje do ekspresji dwa miejsca TSS, podczas gdy w ptodowym stadium rozwojowym
tego organu juz $rednio co czwarty gen wykorzystuje dwa miejsca startu transkrypcji.
Roznica ta jest wyjatkowo duza w przypadku ludzkiego serca, dla ktérego na jeden gen
u osoby dorostej przypada 1,06 TSS, natomiast w rozwoju plodowym liczba ta sigga 1,51
TSS, co oznacza, ze $rednio co drugi gen uzywa do ekspresji dwoch rejonéw promotorowych.

Na podstawie koordynat miejsc TSS przypisanych poszczegdélnym genom
zidentyfikowano 582 pary ludzkich i 113 par mysich genéw naktadajacych si¢ na koncach 5’
przynajmniej w jednej z 73 1 10 bibliotek TSS-Seq odpowiednio u czlowieka i myszy.
Na powyzsze pary genow sklada si¢ odpowiednio 1150 ludzkich i 225 mysich gendéw, posrod
ktérych tacznie 14 gendw naklada si¢ z wigcej niz jednym genem na przeciwnej nici DNA.
Genom tym przypisanych zostato w sumie 4075 i 518 miejsc startu transkrypcji odpowiednio
u cztowieka i myszy. Miejsca te wykorzystywane sg naprzemiennie w réznych bibliotekach.
Srednia liczba miejsc TSS przypadajacych na gen jest w przypadku genéw naktadajacych sie
u obu gatunkéw wyzsza niz w przypadku wszystkich innych genéw. Dla ludzkich genow
naktadajacych si¢ liczba ta wynosi $rednio 3,54 miejsc TSS przypadajacych na gen, co jest
0 23% wyzsza wartoscig niz $rednia 2,88 miejsc TSS przypadajacych na pozostate ludzkie
geny. Z kolei dla mysich genéw naktadajacych i nienaktadajacych si¢ $rednia liczba
wszystkich miejsc TSS przypadajacych na gen wynosi odpowiednio 2,3 i 1,71. Srednia
dhugos¢ rejonu naktadania wynosi 1570 pz, minimalna dtugo$¢ wynosi 1 pz i zidentyfikowana
zostata dla dwoch par genéw, GPNI i CCDCI21 oraz ARL6IP6 i PRPF40A. Maksymalna
dhugos¢ rejonu nakladania wyniosta prawie 50 kpz i odnotowana zostata w przypadku pary
gend6w RUNX2 1 SUPT3H. Zidentyfikowanie w tym przypadku tak dlugiego rejonu
naktadania nie wydaje si¢ by¢ bledne, poniewaz pozycje miejsc TSS znajduja si¢ w okolicy
adnotowanych w bazie RefSeq koncow 5’ obu genow, ktére same w sobie sa wyjatkowo
dlugie, osiagajac odpowiednio 222 kpz i 551 kpz dtugosci.

Zadna ze zidentyfikowanych par genéw nie ulegata nakladaniu we wszystkich
badanych bibliotekach, co dla danych czlowieka zostalo graficznie zaprezentowane
na histogramie prezentujagcym zalezno$¢ miedzy liczbg bibliotek, w ktérych dana para ulega
ekspresji, a liczbg bibliotek, w ktorych ta para ulega ekspresji z nakladajacych si¢ TSS

z(rycina 13). Relatywne zaggszczenie znajdujace si¢ w lewym dolnym rogu wykresu
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spowodowane jest tym, ze wigkszo$¢ zidentyfikowanych par gendw ulega jednoczesnej
ekspresji tylko w stosunkowo matej liczbie bibliotek. Pary gendéw znajdujace si¢ na
zaznaczone] przekatnej wykresu reprezentujg takie pary, ktére zawsze ulegaly ekspresji
z wykorzystaniem naktadajacych si¢ promotoréw. Posrdd zidentyfikowanych par genow
naktadajacych si¢ znaleziono 90 takich wtasnie ludzkich i mysich przypadkow. Najczesciej
wykorzystujaca nakladajace si¢ miejsca TSS jest para ludzkich genéw ATF5 1 NUP62, ktéra
naktadata si¢ w pieédziesigciu jeden bibliotekach. Kolejne trzy pary gendéw ulegajace
ekspresji wylacznie z wykorzystaniem nakladajagcych si¢ TSS to pary FAMI204
1 FAM1200S, CIAOI i TMEM127 oraz PPCS i ZMYNDI. Kazda z tych par ulegata ekspresji
w ponad dwudziestu ludzkich bibliotekach. W przypadku myszy, najczesciej wykorzystujaca
naktadajace si¢ miejsca startu jest para genow Asccl i1 Anapcl6, ktora naktada si¢ w o$miu
bibliotekach. Pozostate 605 ludzkich i mysich par genow czasem ulegato ekspresji
z naktadajacych si¢ a czasem z nienaktadajacych miejsc alternatywnego startu transkrypcji.
Transkrypcja 203 par genow inicjowana byla w rejonie naktadania jedynie w jednej
bibliotece, podczas gdy oba geny czesto ulegaty ekspresji bez naktadania w wielu innych
bibliotekach.
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Rycina 13. Dwuwymiarowy histogram dla liczby par genow ulegajqcych ekspresji 7 nakladajqcych
lub nienaktadajgcych miejsc TSS u czlowieka. Prezentuje on zaleznos¢ miedzy liczbg bibliotek w ktorych
dana para ulega ekspresji z naktadajgcych sig miejsc startu transkrypcji (os X) a liczbg bibliotek
w ktorych ta sama para ulega ekspresji niezaleznie od zachodzenia zjawiska nakladania (os Y). Kazda z osi
jest dodatkowo zaopatrzona w wykres stupkowy prezentujgcy sumaryczng liczbe par genow dla danej
kolumny (wykres dla osi X) lub wiersza (wykres dla osi Y). LPR — liczba par genow.
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5.2. (Nie)Stabilnos¢ zachowania nakladania genow

Identyfikacja par genow kodujacych biatka, ktore nakladaja si¢ koncami 5’
przeprowadzona zostala tagcznie dla 73 ludzkich i 10 mysich bibliotek TSS-Seq. Porownanie
wynikow pomiedzy tymi bibliotekami wykazato znaczne réznice w skali wystepowania tego
zjawiska pomigdzy roéznymi organami, tkankami i1 liniami komoérkowymi. Réznice
te wynikaja z wykorzystania alternatywnego, nienaktadajacego si¢ rejonu promotorowego,
przez co oba geny z pary gendw naktadajacej si¢ w jednej bibliotece ulegaja ekspresji juz bez
naktadania w innej bibliotece, oraz z braku ekspresji jednego lub obu genéow z pary
naktadajacej si¢ w danej bibliotece. Obserwowane zjawisko moze zaleze¢ od czynnikéw
gatunkowo lub tkankowo specyficznych lub by¢ zaleznym od bardzo og6lnie rozumianych
czynnikow srodowiska wewnetrznego i zewnetrznego. W zwiagzku z tym przeprowadzono
analize poréwnawcza ludzkich 1 mysich genow nakladajacych si¢ pod katem
zakonserwowania wzorcow ich ekspresji i wykorzystania alternatywnych miejsc startu
transkrypcji. Analiza zostata przeprowadzona na czterech poziomach obejmujac analize
stopnia zakonserwowania zjawiska naktadania si¢ miedzy gatunkami, ré6znymi tkankami,
warunkami eksperymentalnymi oraz materiatem biologicznym pobranym od rdznych

dawcow.

5.2.1. Zakonserwowanie zjawiska nakladania mi¢dzy czlowiekiem i mysza

W oparciu o adnotacje sekwencji homologicznych zdeponowane w bazie
HomoloGene'*’, sposrod 582 ludzkich i 113 mysich par gendéw nakladajacych sie,
zidentyfikowano 26 naktadajacych si¢ par ortologicznych (rycina 14), co stanowi 4,5 % 1 23%
wszystkich par genéw naktadajacych si¢ odpowiednio u czlowieka i myszy. Zaostrzenie
kryteriow do analogicznych migdzygatunkowo typow tkanek, przyczynito si¢ do spadku tej

liczby do 5 par gendw oznaczonych na rycinie 14 kolorem zielonym.
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Rycina 14. Miedzygatunkowe zakonserwowanie zjawiska nakiadania si¢ genow. Kolorem wisniowym
zaznaczono naktadanie sig¢ pary genow w danej tkance, podczas gdy kolorem zielonym zaznaczono
nakladanie si¢ tych par w tkankach analogicznych miedzy cztowiekiem i myszq. Kolorem zielonym
zaznaczono rowniez nazwy czterech tkanek analogicznych oraz pigciu par genow naktadajgcych sie¢ w nich
u obu gatunkow.
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5.2.2. Porownanie mi¢dzy roznymi tkankami, warunkami eksperymentalnymi
oraz bibliotekami pochodzacymi od réoznych dawcow

Aby sprawdzi¢ do jakiego stopnia wykorzystanie naktadajacych si¢ promotoréw moze
by¢ zwigzane z czynnikami tkankowo specyficznymi przeanalizowano 24 biblioteki
pochodzace z ptodowego i dorostego stadium rozwojowego organéw ludzkich. W tym
zestawie zidentyfikowano tacznie 223 pary gendéw nakladajacych si¢ przynajmniej w jednej
bibliotece. Posrod nich, 53 pary gendéw ulegaly nakladaniu we wszystkich bibliotekach,
w ktorych oba geny z pary ulegaty ekspresji, jednakze w 20 przypadkach ograniczato to si¢
do jednej biblioteki. Pozostale 170 par genéw ulegato ekspresji z nakladajacych si¢ miejsc
startu transkrypcji jedynie w czegsci bibliotek, w innych natomiast wykorzystywane byly
nienaktadajace si¢ promotory. Najwigksza liczba naktadajacych si¢ par gendéw zostala
zidentyfikowana w jadrach, gdzie odnotowano 57 takich par, podczas gdy najnizsza liczbe,
osiem par genow, zidentyfikowano w sercu dorostego czlowieka (rycina 15 A).

Zréznicowanie liczby  zidentyfikowanych par gendow  nakladajacych — sig
w poszczegblnych tkankach moze by¢ zwigzane z ogdlng liczba genoéw ulegajacych w nich
ekspresji. W przypadku omawianych danych istotnie jadra odznaczaja si¢ najwyzsza, a serce
najnizsza liczbg transkrybowanych genow (tabela 1 w aneksie). Jednakze wspotczynnik
korelacji obliczony migdzy liczbg gendéw ulegajacych ekspresji w danej bibliotece, a liczba
zidentyfikowanych gendéw nakladajacych si¢, przyjmuje relatywnie niska pozytywna warto$¢
(wspotczynnik korelacji Pearsona = 0,489; warto§¢ P = 0,015). Zrdéznicowanie liczby
naktadajacych si¢ par gendéw miedzy réznymi bibliotekami zaobserwowano réwniez dla
danych myszy. Posrod dziesigciu mysich bibliotek najwigksza liczba 45 par naktadata si¢
w pigtnastodniowym embrionie, podczas gdy tylko 4 pary nakladaty si¢ w $ledzionie

(rycina 15 D).
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Rycina 15. Podsumowanie liczby par genow ulegajgcych ekspresji z nakladajgcych sie
lub nienaktadajqcych miejsc startu transkrypcji. (4) wykres dla 24 ludzkich organow. (B) wykres dla 22
ludzkich linii komorkowych hodowanych w roznych warunkach eksperymentalnych. (C) wykres dla 26 linii
komorkowych gruczolakoraka ptuc, pobranych od roznych pacjentow. (D) wykres dla 10 ludzkich organow
i thanek.

Znaczne zrdznicowanie liczby par gendw naktadajacych si¢ migdzy réznymi tkankami
moze by¢ spowodowane tkankowo specyficznymi czynnikami. Aby zbada¢ na ile inne
czynniki moga mie¢ wplyw na zjawisko naktadania si¢ gendw przestudiowano 6 typoéw
ludzkich linii komoérkowych, hodowanych w réznych warunkach lub poddanych réznym
eksperymentom. Linie te obejmowaly probki raka jelita grubego (DLD1), nabtonka uktadu
oddechowego (Beas2B), chioniaka Burkitta (Ramos), raka piersi (MCF7), fibroblastow
(TIG-3) oraz nerki pochodzenia embrionalnego (HEK 293). W analizie porownawczej nie

uwzgledniono linii komoérkowej Hela, hodowanej tylko w normalnych warunkach tlenowych.
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Jak zostalo to przedstawione na rycinie 15 B, liczba par gendéw ulegajacych ekspresji
z nakladajacych si¢ miejsc startu transkrypcji jest miedzy réznymi liniami komoérkowymi
bardzo zmienna. R6znice widoczne sg rowniez pomigdzy liniami komorkowymi tego samego
typu hodowanymi w r6znych warunkach lub poddanych ré6znym eksperymentom. Szczegdlna
uwagg przykuwa 8 linii komoérkowych pochodzacych z nabtonka uktadu oddechowego, wsrod
ktérych zidentyfikowano zaréwno najwigkszg jak i jedng z najmniejszych liczb naktadajacych
si¢ par gendow. Przeprowadzenie transfekcji 4 linii komoérkowych Beas2B, niezaleznie
od tego, czy byta ona celowana na wyciszanie ekspresji genu STAT6, czy tez nie, skutkowata
znacznym podwyzszeniem liczby genéw nakladajacych si¢ w tych liniach w stosunku do ich
kontroli. Jest to doskonale widoczne na rycinie 15 B, gdzie na przyktad linia komérkowa
Beas2B STAT6 siRNA+ IL4-, w ktorej transfekcja nacelowana byta na wyciszenie czynnika
transkrypcyjnego STAT6, odznacza si¢ najwyzsza w tym zestawie liczbg 117 par gendéw
naktadajacych si¢. W kontroli do transfekcji, tj. bibliotece Beas2B parent IL4-,
zidentyfikowano natomiast tylko 12 par gendéw naktadajacych si¢. Podobne obserwacje
dotycza wszystkich poddanych transfekcji komoérek nabtonkowych i ich kontroli, niezaleznie
od pozostatych czynnikow. Transfekcja moze by¢é zatem potencjalng przyczyna
wykorzystania naktadajacych si¢ promotoréw w miejsce nienaktadajacych. Szersza analiza
wplywu transfekcji linii komodrkowych Beas2B na wykorzystanie nakladajacych
si¢ promotorow przedstawiona jest w rozdziale 5.6.

Wykazano, ze zjawisko nakladania moze by¢ zwigzane zaréwno z czynnikami
tkankowo specyficznymi, jak rowniez egzogennymi. Analizy wykonane na kolejnym etapie
skupily si¢ na poznaniu zréznicowania zjawiska naktadania si¢ genéw pomigdzy liniami
komorkowymi tego samego typu, ale pochodzacymi od réznych dawcow. Wykorzystano tutaj
dane TSS-Seq pochodzace z probek pobranych od 26 pacjentéw chorych na gruczolakoraka
ptuc. W tym zestawie danych zidentyfikowano tacznie az 430 par gendw naktadajacych si¢
na koncach 5’ w przynajmniej jednej z bibliotek. Najwigksza liczba 174 naktadajacych si¢ par
gendw zidentyfikowana zostala dla biblioteki PC14 a najmniejsza liczba 60 par znaleziona
zostala w linii H2347. Siedem spos$rod wszystkich zidentyfikowanych par gendéw ulegato
ekspresji z naktadajacych si¢ miejsc startu transkrypcji we wszystkich 26 liniach
komorkowych.

Wszystkie etapy poréwnania opisane do tej pory w niniejszym podrozdziale
obejmowaly lacznie 72 ludzkie biblioteki TSS-Seq, w ktorych naktadato si¢ 580 par genow.
Trzysta siedemdziesiat z tych par genow zostala zidentyfikowana jedynie w jednym z trzech

podzestawow opisanych powyzej, natomiast 77 par gendw zostato zidentyfikowanych jako
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naktadajace si¢ co najmniej raz w kazdym z trzech zestawow bibliotek (rycina 16).
Dziesig¢ par genéw ulegato jednoczesnej ekspresji we wszystkich 72 ludzkich bibliotekach,

jednakze zadna z tych par nie ulegata ekspresji z naktadajacych si¢ TSS we wszystkich z nich.
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Rycina 16. Diagram Venna przedstawiajqcy zaleinosci pomiedzy analizowanymi zestawami danych.

Powyzszej opisane wyniki pokazuja, Zze wykorzystanie naktadajacych si¢ badz
nienaktadajacych promotoréw zalezy od wielu czynnikdéw. Z tego wzgledu zbadano réwniez
ktore tkanki lub linie komoérkowe sa do siebie podobne pod wzgledem tego jakie geny si¢
w nich nakfadaja. W tym celu przeprowadzono hierarchiczng analiz¢ skupien. Do analizy tej
dodano réowniez wyniki pochodzace z linii komoérkowej Hela, ktora hodowana byta tylko
w jednych warunkach i1 nie zostata uprzednio dolaczona do analizy poréwnawczej
przeprowadzonej dla ludzkich linii komérkowych. Wynik dwuwymiarowej analizy skupien
dla 582 naktadajacych si¢ par gendow przedstawiony zostat na rycinie 17.

Na rycinie tej wida¢, ze biblioteki TSS-Seq pogrupowane zostaly, w wiekszos$ci
przypadkéw, zgodnie z rodzajem linii komorkowej, tkanki czy organu lub stadium
rozwojowym. Zauwaza si¢ jednak pewne odstepstwa od tej reguty. Osiem linii komoérkowych
Beas2B podzielone zostalo bowiem na dwa niezalezne klastry, z czego jeden klaster zawiera
transfekowane a drugi kontrolne linie komérkowe. W odniesieniu do hierarchicznej analizy
na poziomie par genéw wyodrebniony zostal klaster, zaznaczony na rycinie 17 kolorem
czerwonym, zawierajacy 52 pary gendéw nakladajacych si¢ w wielu bibliotekach

gruczolakoraka. Geny te nie ulegaja ekspresji w wigkszo$ci innych bibliotek.
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Hierarchiczna analiza par genow
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Rycina 17. Dwuwymiarowa hierarchiczna analiza skupien par genow nakitadajgcych. Kolorem
czerwonym zaznaczono ekspresje obu genow bez nakladania, kolorem czarnym ekspresje genow
z naktadajgcych sig¢ promotorow, podczas gdy kolorem bialym zaznaczono brak ekspresji jednego lub obu
genow z pary w danej bibliotece.

5.2.3. Stopien nakladania si¢ genow

Dhugos¢ rejonu naktadania nie jest dla danej pary gendw cechg stalg. W przypadku
300 sposrod 695 par gendw naktadajacych sie u cztowieka i myszy, rejon ten roézni si¢ miedzy
badanymi bibliotekami o wigcej niz 100 pz, natomiast w przypadku 159 par gendéw ta roznica
jest wigksza niz 1000 pz. Manualna analiza wynikow wykazala, Zze posrod ludzkich par
genow nakladajacych si¢ znajduje si¢ 85 par, ktorych rejon naktadania koncami 5’ nie tylko
rézni si¢ dlugos$cia miedzy poszczegdlnymi bibliotekami, ale jest na tyle przesuniety,
ze znajduje si¢ w catkowicie innym obszarze. Jako doskonaty przyktad moze tutaj postuzy¢
para gendw HTRA2 oraz AUPI, ktérych naktadanie si¢ zostalo zidentyfikowane w pigciu
tkankach o charakterze nowotworowym. W linii komorkowej gruczolakoraka phuc

VMRCLCD gen AUPI wykorzystuje do ekspresji promotor zlokalizowany wewnatrz rejonu
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kodujacego genu HTRA2, tworzac w ten sposob rejon nakladania o dlugosci 504 pz
(rycina 18 A). Z kolei w bibliotece PC14 oba geny wykorzystuja inne miejsca startu
transkrypcji, przy czym promotor genu HTRAZ2 zlokalizowany jest rejonie 3° UTR genu
AUPI, co prowadzi do powstania rejonu naktadania o dlugosci 2930 pz, ktory obejmuje

prawie caly gen AUPI.
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Rycina 18. Lokalizacja rejonu nakladania w zaleinosci od wykorzystanych rejonow promotorowych.
Dla przejrzystosci na rycinie przedstawiono tylko jeden wariant splicingowy dla kazdego z genow.

Kolejnym przykladem moze by¢ para gendow CNTROB i TRAPPCI, gdzie rejon
naktadania w linii komoérkowej gruczolakoraka pluc A427 obejmuje catkowicie
rejon kodujacy genu TRAPPCI (rycina 18 B), natomiast w przypadku nabtonkowej linii
komoérkowej Beas2B IL4+ STAT6 siRNA, rejon naktadania znajduje si¢ gldownie wewnatrz
genu CNTROB.

W przypadku obu opisanych par genéw rejon nakladania przesuniety az do 3’UTR
obejmuje miejsce docelowe dla czasteczki miRNA. Moze to mie¢ bardzo istotne znaczenie
regulatorowe przyjmujac, iz transkrypty tych gendw teoretycznie moga tworzy¢ dupleksy

RNA:RNA. Konsekwencja wykorzystania tak wysunigtego TSS mogloby by¢ maskowanie
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sekwencji docelowej dla miRNA. Podobny mechanizm regulacji ekspresji moze dotyczy¢ 27
gen6éw, wymienionych w tabeli 3, ktérych rejon 3’ UTR, wraz z sekwencjami docelowymi

dla miRNA, znajduje si¢ w obszarze naktadania si¢ genow.

Tabela 3. Lista 27 genow, ktorych sekwencje docelowe dla miRNA mogg podlegac¢ maskowaniu przez
dupleks RNA:RNA.

Lp.| Nazwa genu: Lp.| Nazwa genu: Lp.| Nazwa genu:
1. ALYREF 10. CRYAB 19. NDUFBI1
2. ATFS 11. CYHRI1 20. NOP10
3. AUPI1 12. DPH3 21. PSENEN
4. B3GALT6 13. DRAPI 22. RPS23
5. Cllorf68 14. HSPB6 23. RPS28
6. Cl170rf89 15. MRPL49 24. TCTA
7. C5orf38 16. MRPS34 25. TNNCI1
8. CCDCB85B 17. MRPS7 26. TRAPPCI
9. CPTP 18. NDUFA2 27. YRDC

5.2.4. Stopien ekspresji z nakladajacych si¢ miejsc TSS

Posrod ludzkich i mysich gendow odpowiednio 493 i 96 par zawsze wykorzystuje po
jednym miejscu startu transkrypcji na gen, gdy ekspresja zachodzi z naktadajacych si¢ miejsc
TSS. Jako przyktad moze tutaj postuzy¢ ludzka para genow MAST3 oraz ILI2RBI, ktorych
naktadanie si¢ w mozgu dorostego cziowieka przedstawione zostalo na rycinie 19 A.
W przypadku 89 ludzkich i 13 mysich par gendéw, nakladajace si¢ miejsca startu transkrypcji
przynajmniej w jednej bibliotece byly wykorzystywane obok tych nienaktadajacych sig.
Roéwnoczesne uzycie nakladajacych sie i nienaktadajacych miejsc TSS zostato przedstawione
na rycinie 19 B dla przykladowej pary genow FBXL15 i PSD. Ekspresja obu genéw zachodzi
w moézgu cztowieka z wykorzystaniem dwoch miejsc TSS, jednakze tylko dalej wysunigte

rejony promotorowe tworza rejon naktadania.
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Rycina 19. Wspélczynniki OR oraz JoinedOR w kontekscie zmiennosci wykorzystania rejonow
promotorowych dla trzech par genow. Kolorem zottym podswietlony zostal rejon naktadania.

Aby okresli¢ stopien w jakim transkrypcja inicjowana jest w rejonie nakladania,
opracowano wspolczynniki OR oraz JoinedOR. Wyrazaja one proporcj¢ migdzy poziomem
ekspresji przypisanym do rejonu naktadania a catkowitym poziomem ekspresji odpowiednio
genu lub pary genow. Im wartos¢ obu wspolczynnikéw blizsza jest wartosci jeden,
tym wyzszy stopien ekspresji przypisany zostal do rejonu nakladania. Wartos¢ 0 oznacza brak
ekspresji z rejonu nakladania. W przypadku wspomnianej wczesniej pary gendw FBXL15

oraz PSD, przedstawionej na rycinie 19 B, poszczegdlne geny ulegaty ekspresji inicjowane;j
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w rejonie naktadania odpowiednio w 37% 1 34% (wartosci wspolczynnika OR = 0,37
oraz 0,34). Warto$¢ wspodlczynnika JoinedOR otrzymuje si¢ przez przemnozenie warto$ci
wspotczynnikéw OR obu gendw w parze, przy zatozeniu jednakowego stopnia ich ekspresji.
Zatozenie takie skutkuje obliczeniem maksymalnej proporcji ekspresji, ktéra moze by¢
przypisana do rejonu naktadania a ktora dla genéw FBXLI5 1 PSD wyniosta 13%.
Uwzgledniwszy, ze poziom ekspresji genow w parze moze nie by¢ jednakowy, oznacza to,
ze nie wigcej niz 13% transkryptéw w parze moglo by¢ inicjowane wewnatrz naktadajacego
si¢ rejonu. Kolejnym przykltadem moze by¢ para gendow PNKD i1 AAMP, przedstawiona
na rycinie 19 C, ktora ukazuje réznorodne wykorzystanie przez te geny alternatywnych
miejsc startu transkrypcji w roznych narzadach lub tkankach. W grasicy plodu geny
te wykorzystuja po jednym, naktadajagcym si¢ miejscu TSS i wszystkie inicjowane tutaj
transkrypty wywodzg si¢ z rejonu naktadania. W tkance thuszczowej gen PNKD wykorzystuje
do ekspresji dwa alternatywne rejony promotorowe i mniej niz potowa poziomu jego
ekspresji przypisana jest do rejonu nakladania. W watrobie gen PNKD nie wykorzystuje
natomiast nakladajacych si¢ promotorow 1 ekspresja obu genéw w parze zachodzi
bez naktadania.

Wdrozenie wspolczynnika JoinedOR pozwolito na glebsze zrozumienie zjawiska
naktadania si¢ gendéw na koncach 5’ rdwniez w szerszym ujeciu. Sposrod analizowanych
genow, ekspresja az 57,3% ludzkich i 44,3% mysich par nakladajacych si¢ zostata
zainicjowana wylacznie w rejonie naktadania. W przypadku pozostalych par gendéw
transkrypcja zachodzi zaréwno z rejonu naktadania, jak i z poza niego. Rycina 20 pokazuje
za pomoca jadrowego estymatora gestosci (ang. kernel density estimation) gestos$¢ rozkladu
warto$ci przyjmowanych przez wspdtczynnik JoinedOR. Szczegdlnie u czlowieka widac,
ze rozktad warto$ci JoinedOR jest rozktadem bimodalnym, z jednym szczytem usytuowanym
dla warto$ci wspolczynnika JoinedOR rownej jeden oraz drugim w okolicach wartosci
przyblizonej zeru i asymetrii dodatniej wzgledem wartosci 0,5. Oznacza to, ze w przypadku
gdy geny ulegaja ekspresji z wigcej niz jednego alternatywnego miejsca startu transkrypcji
1 nie wszystkie z nich si¢ naktadaja, preferowane jest wykorzystywane nienakladajacych si¢

promotorow.
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Rycina 20. Rozklad wartosci wspolczynnika JoinedOR u czlowieka i myszy.

Opracowane wspolczynniki moga by¢ uzyte do zbadania dynamiki wykorzystania
przez geny nakladajacych si¢ miejsc TSS w roznych bibliotekach. Wzorce ekspresji trzech
przyktadowych par genow zostaly graficznie zaprezentowane na rycinie 21. Pierwszy
przyktad ukazuje pare genéw ANAPCI6 oraz ASCCI, ktére ulegaja ekspresji gléwnie
z naktadajacych si¢ miejsc startu transkrypcji. Wyjatek stanowig tutaj ludzkie mig¢$nie, gdzie
tylko mniej wigcej potowa transkrypcji zainicjowana zostata w rejonie naktadania oraz cztery
linie komérkowe, w ktorych jednoczesna ekspresja obu gendw nastgpita z wykorzystaniem
nienaktadajacych si¢ miejsc TSS. Druga para gendéw zostata zidentyfikowana jako ulegajaca
ekspresji w wigkszosci ludzkich tkanek i linii komorkowych, jednakze nakladajaca si¢ tylko
w 37 z nich. Oscylacja warto$ci wspotczynnika JoinedOR wokoét wartosci 0,5 oznacza,
ze mniej wigcej potowa transkrypcji inicjowana byla w nienakladajacych si¢ rejonach.
Dodatkowo para ta nigdy nie osigga wartosci wspdiczynnika réwnej 1, co oznacza,
ze w zadnej z bibliotek ekspresja nie byla przypisana wylacznie do rejonu naktadania.
Para genow DYNLLI i SRSF9 stanowi przyktad, w ktérym nakladanie zostalo wykryte
w 32 bibliotekach, jednakze bardzo znikoma czg¢$¢ ekspresji przypisana jest do nakladajacych
si¢ rejondéw w wiekszosci z tych bibliotek. Jest to szczegélnie widoczne dla 22 bibliotek

gruczolakoraka phuc, gdzie warto§¢ wspotczynnika JoinedOR nigdy nie przekracza 0,017.
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Rycina 21. Wartosci wspotczynnika JoinedOR trzech par genow w réinych bibliotekach. Kolorem
czerwonym oznaczono ekspresje obu genow z pary bez naktadania, kolorem czarnym ekspresje tych genow
z nakladajgcych si¢ miejsc TSS, natomiast kolorem bialym oznaczono brak ekspresji jednego lub obu
genow z pary.

5.3. Ekspresja genow nakladajacych si¢

Poziom ekspresji genow wykorzystujacych nakladajace si¢ miejsca startu transkrypcji
osigga Srednig warto$¢ 171 ppm, podczas gdy $rednia ekspresja wszystkich innych genow,
ktére w danej bibliotece nie wykorzystywaly nakltadajacych si¢ miejsc startu transkrypcji
wynosi 117 ppm. Réznica w poziomie ekspresji tych dwoch grup genoéw jest statystycznie
istotna (test T-Studenta dla niezaleznych $rednich, warto$¢ P = 3e-5). Wynik ten jest nieco
zaskakujacy biorac pod uwage funkcjonujaca hipoteze zakldcenia transkrypcyjnego,
ktore skorelowane zostalo z obnizonym poziomem ekspresji genéw nakladajacych’®.
Aby sprawdzi¢ jaki dokladnie wplyw zjawisko nakladania ma na ekspresje gendéw,
wyodrebniono 73 pary ludzkich genow, ktore ulegaly ekspresji z wykorzystaniem
naktadajacych si¢ miejsc startu transkrypcji w co najmniej 10 bibliotekach i jednoczes$nie
ulegaty ekspresji z wykorzystaniem nienaktadajacych si¢ promotorow w kolejnych dziesigciu

lub wiecej bibliotekach. Nastepnie dla kazdej z par genow obliczono dla ich ekspresji dwa
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wspotczynniki korelacji Pearsona, pierwszy w bibliotekach, w ktorych ekspresja zainicjowana
zostala w rejonach naktadania, oraz drugi, w ktorych ekspresja obu genoéw zachodzita
z nienaktadajacych si¢ miejsc TSS. Trzydziesci szes¢ par wykazywalo statystycznie istotny
wynik dla co najmniej jednej z grup (tabela 4), tzn. wspodtczynnika korelacji liczonego
dla ekspresji genow gdy si¢ one naktadajg badz gdy si¢ nie naktadajg. Pozytywna korelacja
w przypadku nakladania si¢ genéw zostata zaobserwowana dla 29 par genow.
W 8 przypadkach te same geny wykazywatly takze pozytywna korelacj¢ ekspresji w sytuacji
gdy nie wykorzystywaly nakladajacych si¢ promotoréw. Pozostate 21 par nie wykazywalo
statystycznie istotnej korelacji w bibliotekach, w ktoérych ekspresja zachodzila
z nienakladajacych si¢ miejsc TSS. Cztery pary genow wykazaly odwrotne tendencje,
pozytywna korelacja zaobserwowana byta jedynie w przypadku gdy geny si¢ nie naktadaty.
Negatywna korelacja zaobserwowana zostata tylko w przypadku trzech par genow, sposrod
ktérych para genéw PMPCA 1 SDCCAG3 wykazywala ja w przypadku ekspresji
z naktadajacych promotoréw, podczas gdy pary genow GABPA 1 ATP5J, oraz CKSIB i SHCI
wykazaly negatywna korelacj¢ ekspresji przy wykorzystaniu nienaktadajacych miejsc TSS.

Tabela 4. Podsumowanie analizy korelacji ekspresji 73 par genow. Korelacja pozytywna lub negatywna
odnosi si¢ do statystycznie istotnych wynikow.

Korelacja poziomu ekspresji w bibliotekach, .
gdzie transkrypcja zachodzi z: Llcz,ba par
genow

rejonow nakladania rejonow nienaktadajacych
pozytywna brak korelacji 21
brak korelacji pozytywna 4
pozytywna pozytywna 8
negatywna brak korelacji 1
brak korelacji negatywna 2
brak korelacji brak korelacji 37

Analiza poziomu ekspresji 73 par gendw, gdy zachodzi ona z naktadajacych si¢ miejsc
startu transkrypcji wykazata, Zze jest ona $rednio wyzsza, anizeli ekspresja tych samych par
gendw z wykorzystaniem nienaktadajacych si¢ miejsc startu transkrypcji (Test T-Studenta dla
niezaleznych $rednich = -2,1; Warto$¢ P = 0,03), co graficznie przedstawiono na rycinie 22.
Roéznica ta jest bardzo dobrze widoczna w przypadku mediany poziomu ekspresji,
ktéra dla gendéw wykorzystujacych naktadajace si¢ miejsca startu transkrypcji jest prawie
dwukrotnie wyzsza, niz obserwuje si¢ to w przypadku ekspresji tych samych genow

z wykorzystaniem nienakladajacych si¢ miejsc TSS.
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Rycina 22. Poziom ekspresji genow przy wykorzystaniu nakladajqgcych sie lub nienakladajqcych miejsc
startu transkrypcji. Pozioma linia koloru czarnego oznacza mediang. Dla kazdej z grup przedstawiono
rowniez wykres kotowy pokazujgcy proporcje genow wykorzystujgcych do ekspresji jeden lub wiecej
rejonow promotorowych.

Ponadto analiza wymienionych wyzej 73 par genéw wykazata, ze wykorzystanie
naktadajacych si¢ promotorow wigze si¢ nie tylko z przecigtnie wyzszym poziomem
ekspresji, lecz rowniez z wigksza liczba aktywnych rejonéw promotorowych,
co przedstawione zostato w postaci wykresow kotowych na rycinie 22. W celu sprawdzenia
zwigzku pomiedzy liczba wykorzystywanych TSS, a poziomem ekspresji przeprowadzono
analize wszystkich pietnastu tysigcy ludzkich genéw ulegajacych ekspresji przynajmniej
w jednej z 73 bibliotek TSS-Seq. Analiza ta wyraznie wskazuje na tendencj¢ do wyzszej
ekspresji genow w bibliotekach, w ktorych wykorzystanych jest wigcej alternatywnych miejsc
startu transkrypcji co zostato to zobrazowane na rycinie 23 A. Mediana poziomu ekspresji
genow wykorzystujacych w danej bibliotece jeden TSS wynosi 18 ppm i1 wzrasta wraz
ze zwigkszajaca sie liczba aktywnych alternatywnych miejsc startu transkrypcji. Poziom ten

rosnie do wartosci przecigtnej 172 ppm dla genéw wykorzystujacych jednoczes$nie 10 i wigcej
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promotoréw. Roéznica pozioméw ekspresji pomigdzy wszystkimi grupami jest istotna
statystycznie przy przyjetej wartosci prawdopodobienstwa testowego mniejszej niz 0,05,
co zweryfikowane zostato testem Manna—Whitneya.

W celu potwierdzenia tych wynikow zostata niezaleznie wykonana analiza ekspresji
geno6w naktadajacych sie wykorzystujac dane RNA-Seq. Ze wzgledu na dostepno$¢ danych
analiza ograniczona byla do 26 bibliotek gruczolakoraka ptuc. Odczyty poddane zostaly
kontroli jako$ci a nastepnie zostaly zmapowane do ludzkiego genomu referencyjnego. Liczba
odczytow zmapowanych oraz niezmapowanych dla kazdej z bibliotek RNA-Seq zostata
przedstawiona w tabeli dodatkowej 2 w aneksie. Poziomy ekspresji gendéw wyrazone zostaty
w znormalizowanych jednostkach FPKM. Jak pokazuje rycina 23 B, mediana poziomu
ekspresji genéw posiadajacych jeden aktywny promotor wynosi 15,39 FPKM. Zgodnie
z wynikami otrzymanymi na podstawie analizy danych TSS-Seq, mediana takze w tym
przypadku ro$nie wraz z rosnacg liczbg alternatywnych miejsc startu transkrypcji.

Aby ustali¢ istotno$¢ tego czynnika w kontek$cie poziomu ekspresji
wyselekcjonowanych wezesniej 73 par gendw naktadajacych sie u cztowieka, pary genow
podzielono na trzy grupy w zalezno$ci od tego czy geny ulegaty ekspresji z nakltadajacych si¢
czy nienaktadajacych miejsc TSS lub czy odnotowywana byla ekspresja tylko jednego
z gendOw w parze. Dodatkowo kazda z trzech grup zostatla podzielona na dwie podgrupy
biorgc pod uwage to, czy dany gen wykorzystat do ekspresji jeden czy wigcej miejsc TSS.
Poziom ekspresji genow w poszczegdlnych grupach zostal porownany z wykorzystaniem
testu Manna—Whitneya. Otrzymane wyniki pokazuja (rycina 22 C), ze niezaleznie od tego
czy pary gendw ulegaja ekspresji z nakladajacych si¢ czy nienakladajacych miejsc TSS,
$redni poziom ekspresji gendOw wykorzystujacych wigcej alternatywnych promotorow jest
zawsze wyzszy niz tych uzywajacych tylko jeden promotor co potwierdza wyniki uzyskane
podczas analizy wszystkich gendw. Nie zaobserwowano natomiast roznicy poziomu ekspresji
pomiedzy genami, ktore wykorzystuja naktadajace si¢ miejsca startu transkrypcji a genami,
ktérych ekspresja zachodzita bez ekspresji drugiego genu z pary. Ekspresja przy
wykorzystaniu nienaktadajacych si¢ miejsc startu transkrypcji odznacza si¢ statystycznie
nizszym poziomem w porownaniu do dwoch pozostalych grup zardéwno, gdy ta zachodzi

z uzyciem jednego, jak i wielu miejsc TSS.
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Rycina 23. Poziom ekspresji genow w zaleznosci od liczby wykorzystanych miejsc TSS. (4) poziom
ekspresji genow wykorzystujqcych rozng liczbe miejsc TSS na podstawie danych TSS-Seq. (B) poziom
ekspresji genow obliczony w oparciu o dane RNA-Seq lecz posegregowane w zaleznosci od liczby
wykorzystywanych promotorow wedtug danych TSS-Seq. (C) Poziom ekspresji genow pochodzqcych
z analizy 73 par genow ulegajgcych ekspresji z wykorzystaniem nakladajqcych si¢ miejsc TSS
w przynajmniej 10 bibliotekach i ekspresji z uzyciem nienaktadajgcych sie¢ miejsc TSS w kolejnych 10
lub wiecej bibliotekach. Tym samym kolorem oznaczono wykresy pudetkowe, dla ktorych nie wykazano
statystycznie istotnej roznicy (test Manna-Whitneya, wartos¢ P < 0,05).

Do potwierdzenia tych wynikow ponownie wykorzystane zostaly dane RNA-Seq.
Z uwagi na ograniczong do 26 liczbg dostepnych bibliotek, jedynie 17 sposrod tych par
gendéw spetnito warunek ulegania ekspresji z nakladajacych si¢ TSS w co najmniej 10
bibliotekach i w kolejnych minimum 10 z nienaktadajacych. Sredni poziom ekspresji genow,
ktore wedlug danych TSS-Seq ulegaty ekspresji z rejonu naktadania ponownie okazatl si¢
istotnie wyzszy anizeli poziom ekspresji tych samych genéw 2z wykorzystaniem
nienaktadajacych si¢ promotorow (test t-studenta dla niezaleznych S$rednich = 2,65;

wartos¢ P = 0,008).
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5.4. Monoallelicznos¢ ekspresji genow nakladajacych

Do niedawna przyjmowato si¢, ze geny na chromosomach autosomalnych ulegaja
ekspresji z wykorzystaniem obu alleli. Okazuje si¢ jednak, Zze stabilna ekspresja na obu
chromosomach  zachodzi  najczeéciej  wsérod — gendéw  homeotycznych®? ',
podczas gdy pozostate geny moga by¢ na réznych allelach regulowane w nieco odmienny
sposob, co prowadzi¢ moze do ich monoallelicznej ekspresji. W przypadku pary genow
naktadajacych monoalleliczna ekspresja na réznych chromosomach mogtaby oznaczaé
swojego rodzaju ,,ucieczke” przez zjawiskiem interferencji transkrypcyjnej. Aby przetestowac
ta hipoteze przeanalizowano dostepne dane z wysokoprzepustowego sekwencjonowania
transkryptomow dwudziestu sze$ciu linii komoérkowych gruczolakoraka ptuc pod katem
allelicznie specyficznej ekspresji gendw nakltadajacych si¢. Podczas analiz osobno
rozpatrywano charakter ekspresji rejonu nakladania 1 osobno nienaktadajacych sie¢
fragmentow genéw. W zwigzku z brakiem informacji o sekwencjach genomowych oséb,
od ktorych pobrany zostal materiat, w petni informatywne byty jedynie bialleliczne sygnatly
pochodzace z transkryptow. W przypadku monoallelicznego sygnatu niemozliwym jest,
w oparciu o same transkrypty, okreslenie czy wynika to z ekspresji ograniczonej do jednego
chromosomu czy tez z braku polimorfizmu w badanym rejonie. O potencjalnie mozliwej
monoallelicznej ekspresji danej pary gendw, w ktorej kazdy gen transkrybowany jest z innego
homologicznego chromosomu, $§wiadczy¢ moze monoalleliczny sygnatl z nienakladajacych
si¢ czeSci obu gendow 1 bialleliczny z rejonu nakladania si¢. Kryteria te co prawda
nie wykluczaja biallelicznosci, ale pozwalaja na wytypowanie potencjalnych kandydatow.

Analiza wzorcow ekspresji dla obu gendw z pary mozliwa byta do zbadania jedynie
dla 103 par dla ktorych dostepny byt sygnat w kazdym z wydzielonych rejonéw. Sposrdod tych
par w przypadku 93 odnotowany byt sygnat §wiadczacy o biallelicznosci w jednym lub obu
nienaktadajacych si¢ fragmentach gendéw. W przypadku pozostatych 10 par genow
przedstawionych w tabeli 5, u co najmniej jednego dawcy, miejsca SNP znajdujace si¢
w rejonie nakladania wykazywatly charakter bialleliczny, podczas gdy w pozostatych
czg$ciach obu genow nie wykryto sygnatow polimorficznych. Jako przykitad moze tutaj
poshuzy¢ para genow FOXREDI i SRPR, ktéra zwizualizowano na rycinie 24. W rejonie
naktadania zmapowanych zostalo 391 odczytéw zawierajacych w badanej pozycji nukleotyd
A oraz 116 odczytow zawierajacych nukleotyd G. Stosunek poszczegdlnych wariantow
wynosi wiec okoto 3:1 i takiego wlasnie stosunku mozna by si¢ spodziewaé w sytuacji
monoallelicznej ekspresji, gdyz odpowiada on stosunkowi ekspresji tych genéw. Dla genu

SRPR wynosi ona 121 FPKM, a dla genu FOXREDI 45 FPKM. Dane te sugeruja,
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iz gen SRPR ulega ekspresji z chromosomu zawierajacego allel ,,A”, natomiast gen

FOXREDI z chromosomu zawierajacego allel ,,G”.

Tabela 5. Lista par genoéw o monoallelicznej ekspresji obu genoéw w parze przy

jednoczesnym biallelicznym sygnale w rejonie nakladania.

Linie komorkowe
Para genow gruczolakoraka
ACADVL i DLG4 H1648, RERFLCKJ
CCT51FAMI173B RERFLCadl
FAMI20A4 1 FAM1204A0S H1703
FOXREDI i SRPR LC2ad, RERFLCMS
HNRNPH3 i PBLD H2228
IKBKG i1 G6PD 1118, VMRCLCD
NAAI15 1 NDUFCI H1648
PFKM 1 SENP1 H1819
POLR2A 1 ZBTB4 ABC1
SLC3846 1 TRMTS H2126
Ekspresja Ekspresja Ekspresja
monoalleliczna " bialleliczna i monoalleliczna
!_’ G/A A AG T C G

I
A C C
SRPR

Rycina 24. Przykladowa para genéw FOXREDI i SRPR o biallelicznym charakterze ekspresji w rejonie
nakladania przy jednoczesnej monoallelicznej ekspresji obu genéw z pary. Dla uproszczenia na rycinie
przedstawiono tylko po jednej, najdiuzszej formie splicingowej na gen.

FOXRED1

5.5. Czynniki transkrypcyjne potencjalnie regulujace miejsca TSS nakladajacych si¢
genow
Analiza danych TSS-Seq pozwolila na identyfikacj¢ 582 Iudzkich par gendéw
kodujacych biatka nakladajacych si¢ w co najmniej jednej bibliotece. Spos$réd nich
w przypadku az 98% par w przynajmniej jednej innej bibliotece ekspresji ulegat tylko jeden
gen z danej pary. U myszy dotyczyto to 95% sposrod 113 par gendéw naktadajacych sig.
Sugeruje to, ze geny te moga by¢ regulowane przez niezalezne promotory, nie za$ klasyczne

promotory dwukierunkowe, dla ktérych liczne badania wykazywaty ko-ekspresje genow

.....

160

koncach 5’ transkryptow . Wykorzystanie przez gen okreslonych miejsc startu transkrypcji

jest bezposrednim odzwierciedleniem aktywnosci alternatywnych promotoréw tego genu,
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ktora to aktywno$¢ jest pozytywnie lub negatywnie regulowana miedzy innymi dzigki
czynnikom transkrypcyjnym wiazacym specyficzne motywy sekwencji DNA w rejonie
promotorowym' " *'°. Aby sprawdzi¢, czy promotory naktadajacych sie genéw kodujacych
biatka nosza znamiona promotoréw dwukierunkowych, lub czy sa regulowane w sposob
podobny do jednokierunkowych promotoréw nienaktadajacych si¢ genow, przeprowadzono
analiz¢ miejsc wigzania czynnikéw transkrypcyjnych w promotorach ludzkich i mysich
gendw nakladajacych sig.

Identyfikacja miejsc wigzania czynnikéw transkrypcyjnych wykonana zostala dla
promotoréw wszystkich genéw cztowieka i myszy, w tym 4 075 i 518 promotoréw gendow
naktadajacych si¢, odpowiednio u cztowieka i myszy, oraz 42 202 ludzkich i 21 042 mysich
promotoréw pozostalych genoéw. Nastepnie, na podstawie danych TSS-Seq okreslono,
ktére z czynnikow ulegaja ekspresji w badanych bibliotekach. W efekcie zidentyfikowano
278 ludzkich 1 71 mysich czynnikéw transkrypcyjnych. Roéznica pomigdzy cztowiekiem
1 mysza wynika najprawdopodobniej z faktu, ze calkowita liczba zdeponowanych w bazie
JASPAR motywoéw wigzania czynnikéw transkrypcyjnych byta duzo wyzsza dla czlowieka
(367 czynniki) niz dla myszy (141 czynniki). W przypadku czlowieka, analiza wykazata duzo
wigksze zrdznicowanie miejsc wigzania czynnikow transkrypcyjnych w rejonach promotorow
gendw nakladajacych si¢, przecigtnie dla 46 réznych czynnikdw, w pordwnaniu
z pozostatymi genami, $rednio dla 24 réznych czynnikow. U myszy nie odnotowano podobne;j
tendencji i $rednia liczba czynnikow transkrypcyjnych potencjalnie regulujacych promotory
wynosi okoto 12 zaréwno dla gendw naktadajacych jak i wszystkich innych genow.

Najczgsciej wystepujacymi czynnikami transkrypcyjnymi sg ludzki GATA2 oraz mysi
Gatal nalezace do tej samej rodziny. Miejsca wigzania tych czynnikow zidentyfikowane
zostaty w okolicy prawie wszystkich ludzkich i mysich rejonow promotorowych genow
naktadajacych si¢. Liczebno$¢ motywoéw wigzania tych czynnikow posrdéd promotordéw
genow nakladajacych poréwnana zostata z ich liczebnosciag w promotorach wszystkich innych
genow. W przypadku cztowieka wykazano tutaj statystycznie istotng nadreprezentacj¢ miejsc
wigzania czynnika GATA2 w okolicach miejsc TSS genéw nakladajacych.
Czynnik transkrypcyjny GATA2 nie jest jedynym, ktérego nadreprezentacj¢ odnotowano
wséréd czynnikow potencjalnie regulujagcych miejsca TSS gendéw naktadajacych sig.
U czlowieka nadreprezentowane bylo tacznie 256 czynnikéw transkrypeyjnych a zaden
z czynnikéw nie byt niedoreprezentowany (tabela dodatkowa 3 w aneksie). U myszy 121 18
czynnikow  transkrypcyjnych odznacza si¢ odpowiednio  statystycznie istotnym

podwyzszeniem lub obnizeniem wystepowania w stosunku do rejonéw promotorowych
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gen6w nienaktadajacych (tabela dodatkowa 4 w aneksie). Wiele nadreprezentowanych
czynnikow transkrypcyjnych moze potencjalnie odpowiada¢ za regulacj¢ znacznej czgsci
naktadajacych si¢ promotorow. Wykazano przykladowo, ze wigcej niz 80% promotoréw
ludzkich genow naktadajacych si¢ moze by¢ potencjalnie regulowane przez czynniki takie jak
FOXCI, KLF5, MEISI, MZFI, NFIX lub SPII (tabela dodatkowa 3 w aneksie). Ponadto
miejsca wigzania czynnikdw transkrypcyjnych E2F3, EBFI, ERG, GABPA 1 TCF3,
zidentyfikowane zostaty jako nadreprezentowane u obu gatunkow a dalsze badania wykazaty,
ze czynniki te moga by¢ zaangazowane w regulacj¢ nawet potowy genow naktadajacych.
Wsrod nadreprezentowanych czynnikow transkrypeyjnych regulujacych geny
naktadajace znalazly si¢ takie czynniki, ktére w Zrddlach literaturowych zidentyfikowane
zostaty jako nadreprezentowane réwniez w promotorach dwukierunkowych®> '0% 170 217, 218

W tabeli 6 przedstawiono list¢ takich wlasnie ludzkich czynnikéow transkrypcyjnych

u cztowieka.

Tabela 6. Lista czynnikow transkrypcyjnych ktorych miejsca wigzania nadreprezentowane sq wsrod
promotorow genow nakladajgcych sie oraz promotorow dwukierunkowych. Liczba promotorow genow
naktadajgcych si¢ wynosi 4 075, natomiast liczba promotorow wszystkich innych genow wynosi 42 202.

% promotorow posiadajacych
Czynnik motyw Wigzania wsréd: Wartosé | Krotnosé
transkrypcyjny statystyki Z | r6znicy
genow genow
naktadajacych | nienaktadajacych
ETS1 98,97% 68,72% 40,80 1,44
YYl 92,29% 50,30% 51,37 1,84
SP1 80,39% 45,13% 43,02 1,78
E2F1 47,12% 19,71% 40,24 2,39
E2F4 39,95% 16,50% 36,77 2,42
NRF1 29,28% 13,74% 26,44 2,13
SP3 22,28% 9,39% 25,62 2,37
STATI 13,01% 5,27% 19,95 2,47
GABPA 5,25% 1,55% 16,65 3,39
ZNF143 0,86% 0,13% 9,99 6,47

Na szczegblng uwage zastuguje czynnik transkrypcyjny GABPA, ktéry wedtug badan
przeprowadzonych przez Collinsa i wspétpracownikow'®® reguluje wiecej niz 80%
dwukierunkowych promotorow. Obecnos¢ motywow wigzania tego czynnika odnotowana

zostala w relatywnie matej liczbie ludzkich promotoréw gendéw naktadajacych sie,
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czyli 214 sposrod 4075. Promotory te nalezg jednak do 146 gendéw i moga odpowiadad
za regulacj¢ dwukierunkowej transkrypcji az 88 ludzkich par gendéw naktadajacych sig.
U myszy miejsca wigzania czynnika transkrypcyjnego Gabpa rdéwniez zidentyfikowane
zostaly jako nadreprezentowane wsérdd promotoréw genodw naktadajacych si¢. Czynnik ten
moze by¢ zaangazowany w regulacje 53 par gendéw, czyli az 47% par gendw nakladajacych
si¢ u myszy. Gabpa nie ulega ekspresji w trzech mysich organach: $ledzionie, grasicy
1 mozgu. Dwa pierwsze z tych organdw odznaczajg si¢ najnizsza liczbg zidentyfikowanych
gendw nakladajacych si¢ u myszy.

Powyzsze wyniki sugeruja, ze przynajmniej cz¢§¢ ze zidentyfikowanych ludzkich
i mysich par genow nakladajacych si¢ moze by¢ regulowana przez promotory
dwukierunkowe. Niemniej jednak nadreprezentacja znacznej liczby miejsc wigzania
czynnikow transkrypcyjnych, ktére do tej pory nie byly skojarzone z promotorami
dwukierunkowymi, moze sugerowaé, ze promotory genéw naktadajacych si¢ podlegaja dos¢

specyficznej regulacji.

5.6. Wplyw transfekcji na aktywnos$¢ rejonow promotorowych

5.6.1. Aktywacja i inaktywacja promotorow w wyniku transfekcji

Analiza wplywu transfekcji na aktywno$¢ rejondw promotorowych odbyla si¢
w oparciu o sze$¢ linii komorkowych Beas2B, posrod ktorych cztery linie poddane zostaly
transfekcji z wykorzystaniem celowanego badZz niecelowanego wyciszania, natomiast dwie
byty kontrolg negatywna, nie bedac liniami poddanymi transfekcji. W oparciu o dane
TSS-Seq ustalono, ze 6471 gendéw ulega ekspresji przynajmniej w jednej z tych szesciu
bibliotek Beas2B. Pos$rod nich znaleziono 1335 gendow, dla ktéorych w odpowiedzi
na transfekcj¢ konsekwentnie zachodzi zmiana wzorcéw wykorzystania promotorow.
W zaleznosci od wzorcow ekspresji, geny te podzieli¢ mozna na pig¢ kategorii

przedstawionych na rycinie 25.
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Po transfekcji

Vh

Przed transfekcjg

A. Aktywacja dodatkowego promotora
B. Inaktywacja jednego z promotoréw

C. Przetgczenie promotoréw |”

D. Aktywacja genu NRRSRRRRNRRN

E. Wyciszenie genu

Rycina 25. Moziliwe wzorce wykorzystania promotorow przy porownaniu przed transfekcjg
i po transfekcji.

Pierwsze dwa wzorce obejmuja geny, ktore obok promotora aktywnego zaréwno
przed jak i po transfekcji, aktywowaly dodatkowe promotory lub inaktywowaty jeden
lub wigcej z promotorow aktywnych przed transfekcjg (rycina 25 A i B). Kolejne wzorce
odpowiadajg przetaczeniu ekspresji genu na alternatywny TSS (rycina 25 C) oraz aktywacji
badz inaktywacji wszystkich rejonéw promotorowych, prowadzac odpowiednio do ekspresji
genu lub jej wyciszenia (rycina 25 D i E). Najwicksza liczba gendéw przypisana zostata
do dwoch ostatnich kategorii. W sumie aktywacja lub inaktywacja w wyniku transfekcji
dotyczyla 1188 gendéw (tabela 7). Najrzadszym zjawiskiem jest natomiast przetaczenie
ekspresji genu na alternatywny promotor, co mialo miejsce jedynie w przypadku 18 genow.
Poniewaz zmiany opisane przez te scenariusze dotycza az 20% genoéw ulegajacych ekspresji
w bibliotekach Beas2B, pojawia si¢ wigc pytanie, czy reakcja taka jest zwigzana z genami,
petiacymi w komorkach jakie$ szczegdlne funkcje oraz jaki wptyw na ich poziom ekspresji

miata zaobserwowana zmiana wykorzystania promotorow.

Tabela 7. Liczba genow zmieniajgcych w odpowiedzi na transfekcje wzor wykorzystania promotorow.
Dla genow ulegajgcych ekspresji przed i po transfekcji przedstawiono dodatkowo podsumowanie wynikow
analizy ekspresji roznicowej.

Catkowita liczba Wptyw zmiany na poziom ekspresji genéw
genow Zwiekszenie Zmniejszenie  |Brak zmian
Aktywacja dodatkowego promotora 43 £ 23 5 15
Inaktywacja jednego z promotoréw 86| = 2 36 48
Przetgczenie promotorow 18 = 14 0 4
Aktywacja genu 130
Wyciszenie genu 1058
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Aby odpowiedzie¢ na powyzej postawione pytania, w pierwszej kolejnosci
przeprowadzono analiz¢ ekspresji réznicowej dla 147 gendéw, ktore w odpowiedzi
na transfekcje aktywowaly dodatkowy TSS, inaktywowaly jeden 2z promotorow
lub przetaczyly promotory na alternatywne. Analiza wykazala statystycznie istotng rdznice
w poziomie ekspresji 80 z tych gendéw. Czternascie spo$rod osiemnastu genow,
ktére w odpowiedzi na transfekcj¢ zmienity promotor na alternatywny, odznaczyla si¢
podwyzszonym poziomem ekspresji (tabela 7). Aktywacja dodatkowych miejsc TSS
przyniosta ze soba zwigkszenie jej poziomu u nieco ponad potowy gendw,
natomiast inaktywacja ktérego§ z rejondw promotorowych wiazata si¢ w przypadku 36
gendw ze statystycznie istotnym obnizeniem poziomu ekspresji.

Analiza funkcjonalna przeprowadzona zostala z wykorzystaniem bazy Panther

219

(wersja 11)° dla poszczegdlnych grup z ryciny 25. Analiza ta dla grup A-D nie wykazata

w tych grupach statystycznie istotnej nad- lub niedoreprezentacji genow petnigcych okreslone
funkcje w ktorejkolwiek z domen ontologii genéw (GO; z ang. Gene Ontology)™.
Natomiast w grupie gendw, ktorych ekspresja w odpowiedzi na transfekcje zostata wyciszona
(rycina 25 E) zidentyfikowano pewne statystycznie istotne wyniki analizy funkcjonalne;.
Najciekawszym wydaje si¢ by¢ to, ze posrdd inaktywowanych w odpowiedzi na transfekcje
gené6w niedoreprezentowane byly geny zwigzane z odpowiedzia immunologiczng
(GO:0006955), odpowiedzia na stymulacje komodrkowa (GO:0050896), percepcije
sensoryczng bodzcow chemicznych (GO:0007606) oraz geny $ciezki sygnalowej zwigzanej
z aktywno$ciag receptorow sprzezonych z bialkkami G (GO:0007186). Posrod
nadreprezentowanych znajdowaly si¢ natomiast geny odpowiedzialne za organizacje

transkrypcji zalezng od DNA (GO:0006351), procesy metaboliczne RNA (G0O:0016070),
organizacj¢ cytoszkieletu (GO:0007010) i organelli komérkowych (GO:0006996).

5.6.2. Wplyw transfekcji na wykorzystanie nakladajacych si¢ promotorow

Problematyka wptywu transfekcji na wykorzystanie naktadajacych si¢ miejsc startu
transkrypcji zostata juz wspomniana w rozdziale 5.2.2, gdzie wsrdd poddanych transfekcji
komorkach nablonkowych Beas2B zauwazono zwigkszong liczbe naktadajacych sie gendw.
Sposrod wszystkich 167 par gendéw naktadajacych si¢ przynajmniej w jednej poddanej
transfekcji linii komorkowej Beas2B, szczegdlne zainteresowanie wzbudzito 29 par genow,

ktére we wszystkich transfekowanych liniach wykorzystywaty naktadajace si¢ miejsca startu

transkrypcji (rycina 26).
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Ekspresja

Ekspresja obu gendw z .
jednego genu z pary

nienaktadajgcych sie TSS ] )
w Beas2B Parent IL4+ i IL4- PT(:y:e.now (.PG) w Beas2B Parent IL4+ i IL4-
naktadajace sie w:
15 PG Beas2B IL4+ STAT6 siRNA, 11PG

Beas2B IL4+ Kontola siRNA,
Beas2B IL4- STAT6 siRNA,
Beas2B IL4- Kontola siRNA

29 PG

Ekspresja z
naktadajacych sie TSS 3 PG
w Beas2B Parent IL4+ i IL4-

Rycina 26. Pary genow wykazujgce konsekwentny wzorzec ekspresji przed i po transkrypcji. Wewnetrzny
krgg wykresu, oznaczony kolorem niebieskim reprezentuje 29 par genow ulegajgcych nakladaniu
we wszystkich liniach komorkowych Beas2B poddanych transfekcji (celowanej lub niecelowanej).

Trzy sposrdd tych par naktadato si¢ rowniez w liniach Beas2B niepoddanych
transfekcji. W przypadku kolejnych 11 par gendw naktadajacych si¢ we wszystkich czterech
bibliotekach Beas2B poddanych transfekcji, brak naktadania w dwdch liniach komérkowych
bedacych kontrola do transfekcji zwigzany byt z ekspresja tylko jednego genu z pary.
Pozostate 15 par genow to takie, w ktorych odnotowano konsekwentng zmiang wykorzystania
alternatywnych miejsc startu transkrypcji z nienaktadajacych si¢ przed transfekcja,
do naktadajacych si¢ po transfekcji. Zwigzane byto to z wykorzystaniem alternatywnych
miejsc TSS przez 19 gendéw. Zmiany tego typu mogly by¢ spowodowane zmianami
w poziomie ekspresji czynnikoéw transkrypcyjnych w odpowiedzi na stres transfekcji.
Aby przetestowaé ta hipoteze przeprowadzono analize ekspresji roéznicowej czynnikow
transkrypcyjnych. Badanie to wykazato statystycznie istotny wzrost ekspresji 25 oraz spadek
ekspresji kolejnych 56 czynnikow w reakcji na transfekcje (rycina 27 A, tabela dodatkowa 5
w aneksie). Ponadto aktywacja naktadajacych si¢ promotoréw w przypadku 13 sposrod 19
genOw  wigzata si¢ ze statystycznie istotnym  wzrostem poziomu  ekspres;ji.

Ekspresja pozostatych 6 gendw, pozostala na niezmienionym poziomie (rycina 27 B).
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Rycina 27. Wizualizacja poziomu ekspresji wybranych genéw przed i po transfekcji. A) Wizualizacja
ekspresji 81 czynnikow transkrypcyjnych, dla ktorych wykazano statystycznie istotng zmiang poziomu
ekspresji w odpowiedzi na transfekcje. B) Wizualizacja poziomdéw ekspresji 19 gendw, w ktorych
w odpowiedzi na transfekcje aktywowane zostaly nakladajace si¢ promotory. Koétka przy nazwie genu
informuja o statystycznie istotnej zmianie poziomu ekspresji. Kolor zielony oznacza zwickszenie ekspresji

po transfekcji, podczas gdy kolor szary oznacza brak statystycznie istotnej zmiany w poziomie ekspresji.

5.6.3. Studium przypadku: pary genow T7C9C i HNRNPUL?2 oraz DYNLLI
i SRSF9

Przyktadowa para genéw T7TC9C oraz HNRNPULZ2, ktére ulegaja naktadaniu
po transfekcji, zostata przedstawiona na rycinie 28 A. Wykorzystanie przez gen T7C9C
dodatkowego miejsca startu transkrypcji umiejscowionego w obrebie genu HNRNPUL?2
skutkuje utworzeniem rejonu naktadania o dlugosci 3087 par zasad. Aktywacja dodatkowego
promotora laczy si¢ ze wzrostem poziomu ekspresji genu 77C9C (Log, krotno$ci zmiany
poziomu ekspresji = 4,58; Wartos¢ P = 5e-9). Jak wczesniej wspomniano, w odpowiedzi
na transfekcje az 81 czynnikéw transkrypcyjnych ulegto roznicowej ekspres;ji.
Miejsca wigzania trzech z tych czynnikow transkrypcyjnych, GATA2, FOXLI oraz NFIC
znajduja si¢ w bezposrednim sgsiedztwie, nie dalej niz 100 nukleotydéw, dwoch promotoréw
genu TTCY9C (rycina 28 A). Miejsca wigzania czynnikéw GATA2 i FOXLI sasiaduja
z nakladajacym si¢ promotorem aktywowanym po transfekcji, a czynnika NFIC
w sasiedztwie promotora aktywnego takze przed transfekcja. W odpowiedzi na transfekcje

221, 222

czynnik transkrypcyjny GATA2, ktory jest znanym aktywatorem , ulegl podwyzszonej

ekspresji co moze by¢ powigzane z aktywacja naktadajacego si¢ promotora. Z drugiej strony
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ekspresja czynnika transkrypcyjnego FOXLI, ktéry jest znanym represorem® **,

ulegta statystycznie istotnemu obnizeniu. W najblizszym sasiedztwie miejsca TSS genu
TTCYC, ktore aktywne bylo przed i po transfekcji, znajduje si¢ miejsce wigzania czynnika
NFIC, ktory moze pehié¢ role aktywatora® lub represora®®. Po transfekcji ekspresja NFIC
ulegta obnizeniu, ale poziom ekspresji z tego miejsca startu zasadniczo si¢ nie zmienil.
Trudno jest wigc oceni¢ czy zmiana poziomu ekspresji tego czynnika miata w tym przypadku
znaczenie. Istotne jest natomiast, ze ekspresja genu 77C9C znacznie wzrosta po transfekcji.
Z kolei ekspresja genu HNRNPUL2, ktory znajduje si¢ na przeciwnej nici DNA,
spada dziesigciokrotnie mimo wykorzystywania do ekspresji tego samego miejsca TSS.
By¢ moze ma to zwigzek z negatywnym wplywem zjawiska naktadania si¢ tych genow,
jednakze analiza korelacji ekspresji genéw TT7TC9C i HNRNPUL2 nie wykazata zadnych
statystycznie istotnych wynikdéw ani w 34 bibliotekach w ktorych geny te ulegaja naktadaniu,
ani w 32 bibliotekach w ktérych geny ulegaja ekspresji z nienaktadajacych si¢ promotorow.
By¢ moze zmiana ta jest zwigzana ze zmiang ekspresji czynnikéw transkrypcyjnych

biorgcych udziat w jego regulacji.
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Rycina 28. Wizualizacja potencjalnego wplywu czynnikow transkrypcyjnych o roznicowej ekspresji przed
i po transfekcji na wykorzystanie nakladajqgcych si¢ promotoréow po transfekcji. A) Para genow TTC9C
i HNRNPUL?2. B) Para genow DYNLLI i SRSF9. Kolorowe kotka oznaczajg miejsca wigzania okreslonych
czynnikow transkrypcyjnych. Ich zabarwienie kolorem czerwonym i zielonym oznacza odpowiednio
statystycznie istotne obnizenie i podwyzszenie poziomu ekspresji po transfekcji. Skala na rycinie nie zostata
zachowana.

Kolejnym przykltadem konsekwentnej zmiany w wykorzystaniu rejondw
promotorowych, ktéra skutkuje powstaniem rejonu nakladania jest para gendw DYNLLI
oraz SRSF9. Nakladanie si¢ w tym przypadku jest zwigzane ze zmiang promotora przez
pierwszy gen z pary (rycina 28 B). Podobnie jak w przypadku genu 77C9C, aktywacja
naktadajacego si¢ promotora genu DYNLL po transfekcji moze by¢ zwigzana z obnizeniem
ekspresji represora FOXLI1*>. Spadkowi temu towarzyszy wzrost poziomu ekspresji czynnika
transkrypcyjnego TEADI petnigcego funkcje aktywatora®’, co razem moglo przyczynié sie
do aktywacji naktadajacego si¢ promotora. Poziom ekspresji przypisanej do aktywnego przed
transfekcja promotora genu DYNLLI spada po transfekcji. Moze to by¢ spowodowane
obnizong ekspresja wspomnianego wczesniej czynnika transkrypcyjnego NFIC,

oraz podwyzszeniem ekspresji SPI, ktory rowniez moze petni¢ zaréwno funkcje inhibitora
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jak i aktywatora®®. Zmiana ta mogta skutkowa¢ zmniejszeniem wydajnoéci tego promotora
i przyczyni¢ si¢ do aktywacji dodatkowego, nakladajacego si¢ miejsca TSS w celu
kompensacji poziomu ekspresji genu. Co ciekawe, ekspresja genu SRSF9, znajdujacego si¢ na
przeciwnej nici, ulega po transfekcji statystycznie istotnemu wzrostowi (Log, krotno$ci
zmiany poziomu ekspresji = 1,87; warto§¢ P = 0,007), co najprawdopodobniej moze mie¢
zwigzek ze zwigkszong ekspresja czynnika aktywujacego GATA2 oraz spadkiem ekspresji
TFAP2A, ktory moze petni¢ funkcje inhibitora®” >

Do innych par gendéw naktadajacych si¢ po transfekcji, ktorych zmiang
w wykorzystaniu rejonu promotorowego mozna thumaczy¢ réznicowa ekspresja czynnikéw
transkrypcyjnych naleza pary gendéw MGAT2 i RPL36AL, CNTROB 1 TRAPPCI oraz SPCS1
1 GLTS8DI1. We wszystkich tych parach po transfekcji aktywowany zostat dodatkowy,
naktadajacy si¢ TSS, ktory w zaleznos$ci od pary mogt by¢ regulowany przez podwyzszenie

ekspresji czynnikow transkrypcyjnych GATA2, JUND, E2F1, TEADI i TCF7L2, mogacych

221, 222,231-235 ]223

pei¢ funkcje aktywatoréw , oraz obnizenie wyciszajacego wplywu FOXL

5.7. Wplyw zjawiska nakladania si¢ genow na alternatywny splicing
Bardzo wiele czynnikow moze wplywa¢ na alternatywny splicing, wilaczajac
w to zarowno wykorzystanie alternatywnego rejonu promotorowego " '8 6
jak i spowolnienie elongacji polimerazy RNA II°°®. Spowolnienie tempa elongacji moze
towarzyszy¢ zjawiskom interferencji transkrypcyjnych wynikajacym z inicjacji transkrypcji

z nakladajacych sie promotorow®” -

Zjawisko nakladania moze tez sprzyjacé
alternatywnemu dojrzewaniu czasteczki mRNA dzieki oddzialywaniom RNA:RNA™" 7!,
W tym $wietle postanowiono sprawdzi¢, czy nakladanie si¢ gendéw kodujacych biatka
koncami 5’ moze réwniez przyczynia¢ si¢ do regulacji alternatywnego splicingu.
Aby przetestowac tg hipotez¢ nalezalo zidentyfikowaé takie pary genoéw, w ktorych zmiana
promotora jednego genu z nienakladajagcego na nakladajacy si¢ skorelowana byla
ze zmiang alternatywnych form splicingowych drugiego z genow, przy jednoczesnym
wykorzystaniu przez ten gen zawsze tego samego promotora. Taka hipotetyczna para gendw
przedstawiona zostata na rycinie 29. Nakladanie si¢ genéw w tej parze determinowane jest
przez zmian¢ wykorzystania rejonu promotorowego genu A, podczas gdy ekspresja genu B
zachodzi zawsze przy uzyciu tego samego miejsca TSS. Ekspresji genu B towarzyszy jednak

zalezna od zachodzenia naktadania zmiana udziatu form splicingowych 1 i 2, ktéora moglaby

by¢ wywolana spowolnieniem polimerazy lub regulacja przez oddziatywania RNA:RNA.
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Rycina 29. Hipotetyczna para genow na ktorej alternatywny splicing ma wplyw zjawisko nakladania sie
genow. (A) Przy ekspresji genow w parze z nienaktadajgcych sie miejsc startu transkrypcji, dominujgcq
formgq splicingowg genu B jest forma 2, ktora stanowi 90% wszystkich transkryptow. (B) Przy zachodzeniu
nakladania si¢ genow, ktoremu nie towarzyszy zmiana wykorzystania alternatywnego miejsca startu
transkrypcji przez gen B, dominujgcym wariantem splicingowym tego genu jest forma 1, ktora stanowi 90%
wszystkich transkryptow.

Gen A
e e 4 I

Analiza powigzania alternatywnego splicingu ze zjawiskiem naktadania si¢ gendéw
przeprowadzona zostala dla dwudziestu szesciu bibliotek gruczolakoraka ptuc, dla ktoérych
dostepne byly dane wysokoprzepustowego sekwencjonowania transkryptomoéw. Sposrod
wszystkich par genow zidentyfikowanych jako nakladajace w przynajmniej jednej bibliotece
gruczolakoraka pozostawiono tylko takie pary, ktére nakladaly si¢ w przynajmniej pigciu
bibliotekach oraz w kolejnych pigciu, lub wigcej, ulegaly ekspresji z wykorzystaniem
nienaktadajacych promotoréw. W wyniku takiego filtrowania dalszej analizie poddanych
zostalo 59 par genow. Dla kazdej z tych par genéw ustalono udziat poszczegdlnych form
splicingowych w catkowitej ekspresji gendéw. Nastepnie obliczono $redni udziat
poszczegolnych form w bibliotekach, w ktorych pary ulegaty ekspresji z nakladajacych sie
1 nienaktadajacych miejsc TSS. Do dalszej analizy pozostawiono 38 par genow, w ktorych
réznica $redniego udzialu przynajmniej jednego wariantu splicingowego wynosila
przynajmniej 10% migdzy bibliotekami w ktorych geny ulegaty ekspresji z naktadajacych
1 nienakladajagcych promotorow. Wigkszo$¢ z tych par genéw zostata nastepnie odrzucona
podczas manualnej analizy, poniewaz zmiany w udziale poszczegolnych form splicingowych
w catkowitej ekspresji dotyczyly genow, ktore wykorzystywaty alternatywne rejony
promotorowe. W takich przypadkach najprawdopodobniej to wiasnie zmiana promotora a nie
zjawisko nakladania przyczynito si¢ do zmiany udziatu alternatywnych form splicingowych
w calkowitej ekspresji genu. Pozytywny wynik filtrowania dla wszystkich etapow analizy
otrzymaty pary genow ATPIFI i DNAJCS, CMC4 i MTCPI oraz LRRC46 1 MRPLIO.

Na najwigksza uwage zastuguje ostatnia z tych par gendw. Gen MRPLI0 jest tutaj genem
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wykorzystujacym zawsze ten sam promotor, podczas gdy naktadanie si¢ genow jest
determinowane wykorzystaniem alternatywnego miejsca TSS przez gen LRRC46.
W szesciu liniach komérkowych, w ktorych LRRC46 wykorzystuje naktadajacy si¢ promotor
zaobserwowano istotny 23% wzrost udzialu wariantu splicingowego uc060gqg. 1,
ktéry nalezy do genu MRPLI10 (rycina 30 A). Przeprowadzona analiza ekspresji r6znicowej
wykazala statystycznie istotny wzrost poziomu ekspresji tego wariantu (Log, krotnosci
zmiany poziomu ekspresji = 4,95; warto$¢ P = 0,004), przy jednoczesnym braku statystycznie
istotnych zmian ekspresji pozostalych form splicingowych. Wariant uc060gqg.l posiada
odmienny wzgledem innych form rejon kodujacy, zlokalizowany calkowicie w pierwszym
egzonie. Co wigcej, egzon ten jest dluzszy niz w przypadku pozostalych wariantow
splicingowych a caly intron znajdujacy si¢ miedzy egzonem pierwszym 1 drugim
zlokalizowany jest w rejonie nakladania (rycina 30 A). Warto zauwazy¢ rdwniez, ze poziom
ekspresji genu MRPLI0 nie ulegl statystycznie istotnej zmianie. Istotny wzrost udziatu jednej
z alternatywnych form tego genu odbyt si¢ kosztem pozostatych wariantow.
Otrzymane wyniki sugeruja, ze naktadanie si¢ genow moglo mie¢ w tym przypadku wpltyw
na proces dojrzewania czasteczki pre-mRNA.

Wyjasnieniem powyzej opisanej sytuacji mogloby by¢ spowolnienie w rejonie

naktadania tempa elongacji polimerazy RNA 11°% ¢

. W konsekwencji takiego spowolnienia
wydtuzeniu ulega czas dla dziatania spliceosomu co z kolei umozliwia rozpoznanie
alternatywnych i by¢ moze slabszych miejsc splicingowych® . Jegli istotnie spowolnienie
takie nast¢puje, to powinno by¢ to widoczne poprzez podwyzszenie w tym rejonie pokrycia
odczytami ChIP-Seq dla eksperymentu nacelowanego na badanie aktywno$ci polimerazy
RNA II. Niestety, analiza przeprowadzona pod tym katem dla zadnej z trzech par genow nie
wykazala objawdw spowolnienia polimerazy objawiajacego si¢ istotnym wzrostem pokrycia
odczytami w liniach komoérkowych, w ktorych transkrypcja zachodzi z rejonéw naktadania.
Pokazano to na przyktadzie pary genéw LRRC46 i MRPLI0 na rycinie 30 B. Sugeruje to,
ze najprawdopodobniej nie interferencja transkrypcyjna, a jakie§ inne mechanizmy,
na przyktad oddziatywania RNA:RNA, moga w przypadku genu MRPL10 wptywa¢ na jego

alternatywny splicing.
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Rycina 30. Potencjalny wplyw zjawiska naktadania si¢ genow na alternatywny splicing. A) Udzial
wariantow splicingowych pary genow LRRC46 i MRPLI10 w bibliotekach w ktorych ulegajg one ekspresji
z nakladajgcych sie i nienakladajgcych miejsc startu transkrypcji. Sredni udzial kazdej z form
splicingowych w kazdej z grup (nakladanie lub jego brak) podany zostal jako wartos¢ procentowa
oraz zwizualizowany jako uproszczony histogram obok kazdego z wariantow. Formy splicingowe ktorych
Sredni udziat w ekspresji genu przy naktadaniu lub bez nakltadania wynosil mniej niz 1% nie zostatly
przedstawione na rycinie. B) Wizualizacja aktywnosci polimerazy RNA II w okolicy genu MRPLI0
w bibliotekach w ktorych wykryto nakladanie (kolor zielony), oraz w bibliotekach w ktorych nie
odnotowano nakladania (kolor czarny).

5.8. Analiza sygnalow aktywnosci polimerazy RNA II i modyfikacji histonow

Zbiorcza analiza sygnalow aktywnos$ci polimerazy RNA II oraz modyfikacji histonéw
miata na celu sprawdzenie na ile stan chromatyny i aktywno$¢ polimerazy oddawa¢ moga
obserwowany stan transkrypcyjny genow naktadajacych sie. W tym celu przeprowadzono
analize skupien par genéw nakladajacych sie¢ w oparciu o sygnaly siedmiu rodzajow
modyfikacji histonow (H3ac, H3K27ac, H3K27me3, H3K36me3, H3K4mel, H3K4me3
1 H3K9me3) oraz aktywnosci polimerazy RNA II w dwudziestu sze$ciu liniach komérkowych
gruczolakoraka ptuc. Analiza skupien przeprowadzana byta dla obszaru znajdujacego si¢
w parach genow pomiedzy aktywnymi miejscami TSS oraz obszaru flankujacego o dtugosci
1000 nukleotydow w kazda ze stron. W przypadku, gdy ktéry§ z gendw w danej linii
komorkowej nie ulegat ekspresji, informacja o potozeniu jego miejsc startu transkrypcji brana
byta z innych bibliotek gruczolakoraka. Pary gendéw w kazdej z dwudziestu sze$ciu linii
komoérkowych byty dzielone na jedng z czterech kategorii, ktdre graficznie zaprezentowane

zostaly na rycinie 31 A-D.
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Rycina 31. Wizualizacja zaloZen kategoryzowania par genow w zbiorczej analizie aktywnosci polimerazy
RNA II i modyfikacji histonow. ,, Analizowany rejon” jest obszarem, dla ktorego okresla si¢ koordynaty
miedzy miejscami TSS analizowanej pary genow. (4) Ekspresja obu genow z naktadajgcych sie miejsc TSS;
(B) Ekspresja obu genow z nienaktadajgcych si¢ miejsc TSS, (C) Ekspresja jednego genu z pary, (D) Brak
ekspresji obu genow. Ciemne niebieskie i zielone prostokgtne bloki reprezentujq ciato genow na nici + i -,
podczas gdy jasniejsze bloki reprezentujq najdiuzsze jednostki transkrypcyjne. Geny nie ulegajgce ekspresji
w danej bibliotece zaznaczono linig przerywang.

Pokroétee, pary genow zaklasyfikowane do pierwszej kategorii w danej bibliotece
ulegaly naktadaniu, podczas gdy w przypadku par zaklasyfikowanych do drugiej kategorii,
oba geny z pary ulegaly ekspresji, ale bez nakladania. W przypadku par genéw z trzeciej
kategorii tylko jeden gen z pary ulegatl ekspresji a w przypadku par zaklasyfikowanych do
czwartej kategorii zaden gen z pary nie ulegat ekspresji w danej bibliotece wedtug danych

TSS-Seq.
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Nastepnie z analizy odrzucono pary gendw, ktorych badany rejon, nie wliczajac
rejondow flankujacych, byl krotszy niz 200 lub dluzszy niz 3000 nukleotydéw. W efekcie
analiz¢ przeprowadzono lacznie dla 342 par gendw. Hierarchiczna analiza skupien zawsze
skutkowata identyfikacja trzech glownych typow modeli modyfikacji histonéw
oraz aktywnosci polimerazy RNA II. Modele te odnalezé mozna w kazdej z 26
analizowanych bibliotek gruczolakoraka pluc. Zostaly one omodwione ponizej dla
przyktadowe;j biblioteki PC3, ktérej dendrogram przedstawiony zostal na rycinie 32 A.

Pierwszy i drugi klaster reprezentujg ten sam model aktywnosci polimerazy RNA 11
oraz obecno$ci okreslonych modyfikacji histonéw (rycina 32 B). Na catej dtugosci badane
rejony par gendw w tych klastrach posiadaja trimetylacje czwartej lizyny i acetylacje 27
lizyny histonu H3, ktére skorelowane sg z aktywnymi promotorami'*> '*> 1#* 237 Relatywnie
rzadziej, lecz rowniez na catlym obszarze zidentyfikowano obecno$¢ modyfikacji H3ac,
ktéra szczegdlnie gdy zlokalizowana jest ponizej miejsca TSS, moze korelowaé
ze zwickszong ekspresja genu®®. Centralny obszar obu klastrow, znajdujacy si¢ pomiedzy
miejscami TSS, cechuje si¢ w porownaniu z rejonami flankujacymi zwigkszong aktywnoscia
polimerazy RNA II. Mimo iz klastry 1 i 2 zaklasyfikowa¢ mozna jako ten sam model,
istniejg miedzy nimi réznice. Gtoéwna réznica dotyczy poziomow ekspresji gendéw nalezacych
do pierwszego 1 drugiego klastra. W pierwszym z nich $rednia ekspresja genow
zlokalizowanych na nici dodatniej wynosi 103 ppm podczas gdy ekspresja genéw na nici
ujemnej wynosi 174,4 ppm. Tendencja ta ma odwrotny charakter w klastrze drugim, gdzie dla
genoéw na nici dodatniej ekspresja wynosi srednio 183,8 ppm, natomiast w przypadku genow

na nici ujemnej poziom ten osiaga Srednio wartos¢ 97 ppm.
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= Rejon miedzy promotorami 3 <1 17 24 10 1 20
i Rejon flankujgcy 4 6 2 3 11 3

Rycina 32. Klasteryzacja sygnatow aktywnosci polimerazy i modyfikacji histonow w linii komoérkowej
PC3. A) Dendrogram hierarchicznej analizy skupien par genow. B) Wizualizacja sredniego pokrycia
odczytami pochodzgcymi z odpowiednich sygnatow modyfikacji histonow oraz aktywnosci polimerazy RNA
II (Pol Il). C) Legenda dla podpunktu B. D) Tabela zawierajgca liczbe par genow przypadajgcych
odpowiednio do klastrow 1-5 oraz kategorii 1-4, ktore zwizualizowane zostaly na rycinie 31 A-D.

Kolejny model reprezentowany jest przez klastry 3 i 5, stanowigce swoje lustrzane
odbicie. W klastrze trzecim obserwuje si¢ tendencje do jednostronnego wystgpowania
aktywnosci polimerazy oraz modyfikacji histonéw skorelowanych z aktywnymi promotorami,
ktérych najwicksze zaggszczenie znajduje si¢ w okolicy TSS po stronie 5° badanego rejonu
(rycina 32 B). Jednocze$nie obszar znajdujacy si¢ w okolicy konca 3’ odznacza si¢
zwigkszonym wystepowaniem metylacji lizyny 4 oraz trimetylacji lizyny 36 histonu H3, ktore
powigzane sa odpowiednio z obecnoscia rejonéw wzmacniajacych®’ oraz aktywnie

transkrybowanych genow'*%.

W przypadku klastra pigtego obserwuje si¢ odwrotne
wystepowanie powyzszych cech. Podobnie jak w klastrach 1 i 2, rowniez w przypadku klastra
trzeciego 1 pigtego obserwuje si¢ dysproporcje poziomow ekspresji gendw znajdujacych sig
na przeciwnych niciach DNA. W przypadku klastra trzeciego poziom ekspresji genéw na nici
dodatniej wynosi $rednio 324 ppm, natomiast na nici przeciwnej jest on ponad dwukrotnie
nizszy. W klastrze pigtym obserwuje si¢ natomiast sytuacj¢ odwrotna, w ktdérej poziom

ekspresji genéw na nici dodatniej wynosi 124 ppm 1 jest trzykrotnie nizszy od $redniej
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ekspresji gendw zakodowanych na nici ujemnej. Zgodnie z tymi tendencjami w grupie par
gendw, w ktorych tylko jeden gen z pary ulega ekspresji, a ktore zakwalifikowane zostaly do
klastra trzeciego, przewazaja geny ulegajace ekspresji z nici dodatniej, podczas gdy
w klastrze pigtym przewazaja geny ulegajace ekspresji z nici ujemne;j.

Trzeci model reprezentowany jest przez klaster 4, w ktorym sygnaty wszelkiego typu
modyfikacji histonéw oraz aktywnos$ci polimerazy RNA II s3 bardzo stabe. Nielicznie
wystepujace tutaj oznaki modyfikacji histonéw obejmuja réwniez trimetylacj¢ dziewiatej
i dwudziestej siddmej lizyny histonu H3, ktére powigzane s3 z wyciszeniem rejonu

> 17 2% Nie jest zaskakujacym, ze w klastrze tym zdecydowang

chromosomowego'*
wigkszos$¢ stanowia pary, w ktorych zaden z genéw nie ulegal ekspresji w linii komorkowe;j
PC3.

Poszczegoblne klastry, a co za tym idzie rowniez modele, nie odpowiadajag w sposob
jednolity poszczegolnym kategoriom par gendéw (rycina 32 D). Przyktadowo, do klastra
drugiego zaklasyfikowane zostalo 63% par genow ulegajacych ekspresji bez nakladania,
lecz rowniez jedna trzecia par gendw naktadajacych si¢ oraz taka sama frakcja par gendw
w ktorej tylko jeden gen z pary ulegal ekspresji. W klastrze tym znalazly si¢ réwniez dwie
pary genow, ktore w linii komdrkowej PC3 nie ulegaly ekspresji. Mimo wszystko kazda
z tych par genow wykazuje w klastrach 1 i 2 podobny wzdr kombinacji modyfikacji histonéw
oraz aktywnos$ci polimerazy RNA II. Po$rdd wszystkich tych sygnatéw na szczegdlng uwage
zastuguje aktywno$¢ polimerazy, gdyz to wlasnie ona moze podlega¢ zakldceniom
transkrypcyjnym takim jak na przyktad kolizja polimeraz. Wzor aktywnosci polimerazy RNA
II dla nienaktadajacych si¢ gendéw o jednokierunkowych promotorach jest bardzo
charakterystyczny i w danych typu ChIP-Seq objawia si¢ statystycznie istotnym wzrostem
pokrycia odczytami tylko w okolicy miejsca inicjacji transkrypcji’*'” ***. Na rycinie 33 A
przedstawiono przyklady aktywno$ci polimerazy RNA II czterech par gendéw z rdéznych
kategorii, ktore zaklasyfikowane zostaty do klastrow 1 1 2. Wida¢ tutaj, ze wzmozona
aktywno$¢ polimerazy faktycznie zlokalizowana jest w okolicy aktywnych promotoréw
gendw. Niemniej jednak pomigdzy promotorami tych gendéw znajduje si¢ obszar
o wzmozonej aktywnosci polimerazy. W przypadku pary genéow KLHLI7 i NOCZ2L,
ktéra zaklasyfikowana zostata w linii komorkowej PC3 do kategorii 1, obszar tego
wzmocnienia pokrywa si¢ z rejonem nakladania si¢ genow i moéglby by¢ wytlumaczony
zachodzeniem zjawiska kolizji polimeraz. Hipoteza ta potwierdza si¢ przy poréwnaniu do
wzorca aktywnos$ci polimerazy tej samej pary genéw w linii komorkowej 1118, w ktorej geny

KLHLI17 i NOC2L ulegaja ekspresji z wykorzystaniem nienaktadajacych si¢ miejsc TSS
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(rycina 33 B). Kolizja polimeraz moglaby tez tlumaczy¢ brak aktywnos$ci transkrypcyjnej
genu STRN3, DUSP28 oraz ANKMYI, nalezacych do 3 i1 4 kategorii gendéw. Najwyzsza
aktywno$¢ polimerazy RNA II w linii komérkowej PC3 odpowiada w przypadku wyzej
wymienionych genow lokalizacji miejsc TSS w innych liniach komérkowych (rycina 33 A).
Wzor aktywnos$ci polimerazy w rejonie migdzy aktywnymi promotorami genéw BTF3L4
1 TXNDC12 pozostaje jednak do pewnego stopnia zagadkowy. Geny te wedlug danych TSS-
Seq ulegaja ekspresji z wykorzystaniem nienaktadajacych si¢ promotorow, niemniej jednak
caly rejon miedzy aktywnymi miejscami TSS  wykazuje bardzo  wysoka
aktywnos$¢ polimerazy RNA II.

Model drugi, ktéry reprezentowany jest przez klastry 3 1 5 rbwniez nie jest jednorodny
pod wzgledem kategoryzacji par genéw, ktore zostaty do niego wilaczone. Na rycinie 34
przedstawiono po jednym przyktadzie par genéow z kazdej z czterech kategorii, ktore
wlaczone zostaty do klastra 3. Do klastra tego, tak jak wspomniano juz wcze$niej, wlaczane
byly geny o przewazajacej ekspresji genu zakodowanego na nici dodatniej oraz pary genow,
w ktorych ekspresji ulegat tylko gen z nici dodatniej. Jest to odzwierciedlone silnym
sygnalem aktywnosci polimerazy RNA II w okolicy 5°. Zaklasyfikowane do tego modelu
pary gendw nie wykazuja tez wzmozonej aktywnosci polimerazy RNA II w centralnej czgsci,
ktéora w przypadku modelu pierwszego mogla $wiadczy¢ o zachodzeniu interferencji
transkrypcji. Nie jest to zaskakujace w przypadku par gendéw zaklasyfikowanych do kategorii
2-4, w przypadku ktorych zjawisko naktadania nie zachodzi. W przypadku pary gendéw
PDAPI i BUD31 brak obserwacji wzmozonej aktywno$ci polimerazy RNA II w rejonie
naktadania moze by¢ wytlumaczony bardzo niskg frakcja ekspresji gendéw, ktora przypisana
zostata do rejonu naktadania. Warto§¢ wspdlczynnika JoinedOR dla tej pary genéw wyniosta
w bibliotece PC3 jedynie 0,003, co oznacza, ze nie wigcej niz 3%o transkrypcji inicjowane jest

w rejonie naktadania.
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Rycina 33. Aktywnos¢ polimerazy RNA II wybranych par genow. A) Aktywnos¢ polimerazy czterech par
genow nalezgcych do modelu 1 w linii komorkowej PC3. B) Aktywnos¢ polimerazy RNA Il dla pary genow

KLHL17 i NOC2L w linii komorkowej 1118.
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Rycina 34. Aktywnosé polimerazy RNA Il wybranych par genow 7 klastra 3 w linii komorkowej PC3.

5.9. OverGeneDB - internetowa baza genow nakladajacych si¢
OverGeneDB jest internetowa baza danych, publicznie dostepna pod adresem
http://overgenedb.amu.edu.pl. Baza ta jest interaktywnym interfejsem bazy danych MySQL,
w ktorej skolekcjonowano kluczowe wyniki niniejszej pracy doktorskiej. Interfejs bazy
danych przygotowany zostat w jezyku Angielskim, co ma zapewni¢ dostepnosé

prezentowanych wynikoéw szerszej rzeszy odbiorcéw. Dane skolekcjonowane w bazie moga
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by¢ przegladane za pomoca zaktadki ,,.Browse” (pol. Przegladaj), gdzie znajduje si¢ tabela
z lista wszystkich par genow naktadajacych si¢ u czlowieka i myszy, wraz z podstawowa
informacja o liczbie bibliotek TSS-Seq, w ktorych dana para ulega ekspresji z naktadajacych
si¢ miejsc startu transkrypcji, oraz w ilu bibliotekach jeden lub oba geny z pary ulegaja
ekspresji (rycina 35).

) il
J o | ,</ \
/ ﬁ-}i‘ 1\ B /L s
species ‘ /’MM§/W)@7§ GUIUS
i
" - ~
A L X
AN
dl( ‘
N\
582 ) ] 113
overlapping gene pairs
1150 ; 225
overlapping genes
73 libraries 10
Human overlapping pairs Mouse overlapping pairs
Gene on positive Gene on negative Both genes Gene on positive Gene on negative
Details #No. « DNA strand: DNA strand: Genes overlap in: expressed in: strand expressed in: strand expressed in:
1. CEP&3 ANAPC13 4 libraries 9 libraries 50 libraries 11 libraries
2. PCNT C21orf58 1 library 4 libraries 51 libraries 4 libraries
3. TIMM10B ARFIP2 2 libraries 30 libraries 32 libraries 47 libraries

Rycina 35. Zaktadka ,,Browse” w bazie OverGeneDB.

Baz¢ danych mozna swobodnie przeszukiwaé réwniez z wykorzystaniem zaktadki
»Search” (pol. Szukaj) (rycina 36). Uzytkownik moze tutaj sprecyzowac rodzaj lub liczbe
bibliotek TSS-Seq, z ktérych interesuja go nakladajace si¢ lub nienaktadajace pary gendw.
Ponadto okresli¢ mozna biblioteki, w ktorych uzytkownik jest przyktadowo zainteresowany
odnalezieniem par genéw, w ktorych jeden lub oba geny z pary ulegaja ekspresji niezaleznie
od zjawiska nakladania. Mozliwa jest rowniez modyfikacja wartoSci minimalnej
wspotczynnika JoinedOR, ktéry domyS$lnie przyjmuje 0,0001. Dzigki temu, definiujac
warto$¢ JoinedOR jako na przyktad 0,7 lub 1, uzytkownik z latwosciag moze wyszuka¢ tylko
takie pary genow, ktore kolejno gtéwnie lub catkowicie ulegaja transkrypcji z naktadajacych
si¢ miejsc TSS. Kolejna strategia przeszukiwania zasoboéw bazy OverGeneDB oparta jest
o przeszukiwanie jej za pomoca zadanej przez uzytkownika sekwencji nukleotydowej

243, 244

lub biatkowej. Sekwencje te zostang przy uzyciu algorytmu BLAST przyrownane
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do bazy sekwencji nukleotydowych rejondw naktadania lub sekwencji genéw nakladajacych

si€.
Select organism Human v Select libraries in which genes are overlapping:
Gene name by type Nothing selected v
JoinedOR @ by number on®
Select libraries in which genes are NOT overlapping: Select libraries in which both genes are expressed:
by type Nothing selected v by type Nothing selected v
by number on® by number on®
Select libraries in which one gene from pair is expressed: Select libraries in which both genes from pair are NOT expressed:
by type Nothing selected v by type Nothing selected v
by number on@® by number on@®

m «e OF ... Reset form

Rycina 36. Zaktadka ,,Search” w bazie OverGeneDB.

Strona podgladu dla pojedynczej pary, do ktoérej prowadza opisane powyzej metody
przeszukiwania bazy, wyswietla domys$lnie wybrang pare genow w przegladarce genomowe;j
o nazwie dalliance®'' (rycina 37). Domyslnie wyswietlane sa tutaj dane pochodzace z trzech
plikow, ktore zwyczajowo po angielsku nazywane sa ,Tracks” (pol. Sciezka), a ktore
odpowiednio zawieraja sekwencje genomu referencyjnego, najdtuzsze koordynaty genu
obliczone zgodnie z protokotem opisanym w rozdziale 5.1, oraz sekwencje transkryptéw
z bazy RefSeq, ktore wykorzystane zostaty do oznaczenia koordynat gendw. Uzytkownik ma
mozliwo$¢ wyswietlenia zawarto$ci innych plikow danych klikajac na przycisk
,»Add Additional Data Tracks to Browser”, znajdujacego si¢ ponad oknem przegladarki
genomowej. Ukazujacy si¢ po wyborze tej opcji panel oferuje mozliwos¢ wlaczenia w sumie
691 innych plikow danych obejmujacych:
e Miejsca alternatywnego startu transkrypcji. Format pliku BED/bigBed.
e Bloki reprezentujace rejony naktadania. Format pliku BED/bigBed.
e Potencjalne miejsca wigzania czynnikow transkrypcyjnych ulegajacych ekspres;ji
w wybranej bibliotece. Format pliku BED/bigBed.

e Siedem modyfikacji histonowych i aktywno$¢ polimerazy RNA II, gdzie dla
kazdej biblioteki istnieje mozliwo$¢ wyswietlenia zard6wno rejondw wysycenia
(ang. peaks) jak rowniez informacji o pokryciu odczytami. Dostepne formaty

plikow to kolejno BED/bigBed oraz bigWig. Dane dost¢pne tylko dla cztowieka.
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e Zmapowane odczyty RNA-Seq. Format pliku BAM. Dane dostgpne tylko dla

cztowieka.
Positive gene name: H2AFJ
Negative gene name: HIST4H4
Genome Overlap Genes Detailed TSS Genes Download
context summary table expression information summary ®
Add Additional Data Tracks to Browser
Human GRCh38/hg38 12:14,768,898..14,779,823 « + A &8 # 2 >
O
Q 100bp 2kb 50kb 500kb Q
X Genome ==EERrTo0 14,772,000 14,77].000 14,776,000 14,778,000
X hg38 - genes —
<HIST4H4 H2AFJ
% hg38 - transcripts [T (| T—
<NM_175054 NM_177925

[ 1
NR_027716

Powered by Biodalliance 0.13.6a-dev

Rycina 37. Szczegolowy podglgd wybranej pary genow w bazie OverGeneDB.

Szczegdlowa informacja odnos$nie tego w jaki sposob naktadaja si¢ geny
w przegladanej parze, jakie przyjmuje ona warto$ci OR i1 JoinedOR, oraz jakie sg poziomy
ekspresji gendow w poszczegdlnych bibliotekach TSS-Seq / RNA-Seq, znajdujg sie¢
w zaktadkach ,,Overlap summary table” oraz ,,Genes expression”. Kliknigcie na nazwe
biblioteki w zaktadce szczegdétowych informacji o nakladaniu si¢ gendéw, uaktywnia
dodatkowe okienko, w ktorym znajduje si¢ wizualizacja nakladania genéw w danej
bibliotece, wraz ze szczegdtowa informacja odnos$nie poziomdéw ekspresji przypisanych
poszczegdlnym miejscom TSS. Zakladka szczegdlowej informacji o miejscach TSS
(ang. detailed TSS information) oferuje informacje o wszystkich alternatywnych rejonach
promotorowych przypisanych do kazdego z genow, wraz z informacja o poziomie ekspresji
z danego miejsca TSS w poszczegdlnych bibliotekach. Zakladka ta zawiera ponadto
informacje o czynnikach transkrypcyjnych potencjalnie zaangazowanych w regulacje¢ r6znych
miejsc TSS. Zostaty one graficznie podsumowane w postaci dwuwymiarowych map ciepta
(ang. heatmaps), gdzie kolorem zielonym oznaczono ekspresj¢ a biatym brak ekspresji
danego czynnika transkrypcyjnego (rycina 38). Kazda z map zostala dodatkowo poddana

analizie skupien i dost¢gpna jest do pobrania w trzech formatach: PNG (z ang. Portable
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Network Graphics), SVG (z ang. Scalable Vector Graphics) oraz TSV (z ang. Tab Separated

Value).
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Rycina 38. Czynniki transkrypcyjnie potencjalnie zaangaiowane w regulacje przykltadowego promotora
»TSS 7000”, naleigcego do ludzkiego genu PARPI0. Kolorem zielonym oznaczono ekspresje a bialym
brak ekspresji czynnika transkrypcyjnego w danej bibliotece.

Zaktadka ,,Genes summary” zawiera szczegotowe informacje, ktére dla kazdego

z gendw w parze obejmuja:
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e Symbol genu, jego znane synonimy oraz jego oficjalng nazwe, na podstawie
danych RefSeq'®.

e Linki do zewnetrznych baz danych takich jak NCBI**’, OMIM**, HGNC*",
Ensembl***, HPRD**’ oraz Vega™".

e Opis genu z bazy RefSeq.

e Opis funkcji pelnionych przez dany gen na podstawie zrodet literaturowych.

Dane te pochodzg z bazy NCBI ,,Gene References Into Functions™" *%,

e Adnotacje funkcjonalne z bazy Gene Ontology™>.

e Liste publikacji, ktore w dowolnym kontek§cie omawialy wybrany gen,
a ktore pobrane zostaty z serwera FTP bazy danych NCBI.

Zaktadka ,,Download” umozliwia $ciggniecie szczegdtowych danych powigzanych

z przegladang parg genow w formatach TSV, BED oraz FASTA.
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6. Dyskusja

Inicjacja transkrypcji na obu niciach DNA tego samego /oci genomowego jest bardzo
rozpowszechnionym zjawiskiem zard6wno w genomie ludzkim, jak i genomach innych
organizmow. Transkrypcja moze tutaj skutkowaé powstaniem rejonu nakladania si¢ genéw,
czyli fragmentu sekwencji DNA, ktory przepisany jest do transkryptéw powstajacych na obu
niciach DNA. Utworzone w ten sposob pary, tzw. naturalnych transkryptow antysensownych,
tworzone s3 zarowno przez geny kodujace biatka, jak rowniez dlugie niekodujace RNA.
Funkcjonalny charakter zjawiska nakladania si¢ genéw byl wielokrotnie omawiany’’,
szczegOlnie w kontek$cie par tworzonych przez IncRNA oraz gen kodujacy bialko.
Mozliwym jest, ze funkcjonalno$§¢ obserwowana w takich przypadkach wynika z tego,
ze czasteczka dlugiego niekodujacego RNA wyewoluowata w taki sposob, aby regulowac
poziom ekspresji lub alternatywny splicing genu kodujacego biatko. W przypadku
naktadajacej si¢ pary gendéw skladajacej si¢ z dwoch genow kodujacych biatka, tego typu
funkcja samego zjawiska nakladania nie jest tak oczywista, gdyz gléwng funkcja obu genow
jest kodowanie biatek. Pytanie, na ktore starano si¢ odpowiedzie¢ w ramach niniejszej pracy
doktorskiej dotyczy tego, czy zjawisko nakladania si¢ gendw pelni jaka$ funkcje regulatorowa
czy tez jest tylko i wylacznie produktem ubocznym wykorzystania alternatywnych rejondéw
promotorowych umiejscowionych na przeciwnych niciach DNA w relatywnie bliskim
sasiedztwie. Wiadomo bowiem, ze geny moga wykorzystywaé¢ do ekspresji wiele
alternatywnych miejsc startu transkrypcji, co skutkowa¢ moze powstaniem transkryptéw
o roznej dlugosci na koncu 5°'*> . Przykladowo Tan i wspotpracownicy™ wykazali,
ze 35% genow zaangazowanych w rozwoj erytrocytoéw wykorzystuje w réznych wariantach
splicingowych alternatywny pierwszy egzon. Z kolei Kim i wspolpracownicy”*
zidentyfikowali 1609 gendéw wykorzystujacych do ekspresji w ludzkich fibroblastach
jednoczes$nie wiele rejonéw promotorowych. Wykorzystanie przez geny usytuowane
relatywnie blisko siebie alternatywnych promotorow moze prowadzi¢ do ich nakladania
si¢ koncami 5°. Jako ze okre$lone promotory moga by¢ aktywowane i inaktywowane
w odpowiedzi na rdézne warunki wewnatrz 1 zewnatrzkomorkowe, wykorzystanie
alternatywnych promotorow moze prowadzi¢ do nakladania si¢ genow w jednych i ekspres;ji
bez naktadania w innych tkankach i liniach komérkowych.

Aby zbada¢ zjawisko naktadania si¢ genéw w tym kontekScie, przeanalizowano
alternatywne miejsca startu transkrypcji genow kodujacych biatka w 73 ludzkich i 10 mysich
organach, tkankach 1 liniach komoérkowych. Zidentyfikowano facznie 582 ludzkich

i 113 mysich par genow nakladajacych si¢ czgsciowo koncami 5° w przynajmniej jednej
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ze zbadanych bibliotek TSS-Seq. Liczba zidentyfikowanych par gendw jest wyzsza niz
w przypadku analiz przeprowadzonych przez niektérych innych badaczy. Przyktadowo
Veeramachaneni i wspolpracownicy'® zidentyfikowali 243 pary gendéw nakladajacych sie
koncami 5’ u czlowieka. R6znica ta moze by¢ jednak tatwo wytlumaczona tym, Ze obecnie
mamy znacznie lepszy dostep do wigkszego zestawu danych. Z drugiej jednak strony liczba
par gendéw zidentyfikowanych w ramach niniejszej pracy doktorskiej jest mniejsza anizeli
ta otrzymana w projekcie FANTOM3, w ktorym zidentyfikowano az 1638 par gendéw
naktadajacych si¢**. Niemniej jednak w projekcie FANTOM w zestawie tym sa rowniez pary
utworzone przez geny kodujace biatko naktadajace si¢ z niekodujacymi RNA.

Tkankowo specyficzne wzorce zjawiska nakladania si¢ genow kodujacych bialka

Liczba nakladajacych si¢ par genéw w kazdej z analizowanych bibliotek zmieniata si¢
bardzo dynamicznie pomig¢dzy réznymi rodzajami tkanek i linii komorkowych, co zgodne jest
z wynikami badan zaprezentowanymi wczeéniej przez Conley oraz Jordana®*.
Réwniez Ling i wspolpracownicy’® zidentyfikowali tkankowo specyficzne pary genow
naktadajacych si¢ w dziewigciu organach cztowieka, myszy i szczura. Tkankowo specyficzne
wzorce nakltadania si¢ gendéw moga sugerowac, ze taka konfiguracja genéw ma znaczenie

. e 39 . . .
31:34.3% Niemniej jednak Struhl® sugeruje, ze sama obserwacja pewnego wzorca

funkcjonalne
ekspresji nie koniecznie odzwierciedla funkcjonalno$¢ danego zjawiska, gdyz znaczna cze$¢
aktywnosci polimerazy RNA II moze by¢ przypadkowa.

Sposrod zidentyfikowanych w niniejszej pracy doktorskiej par gendow tylko czes$¢
ulegata naktadaniu we wszystkich bibliotekach, w ktérych oba geny z pary ulegaty ekspresji.
W ani jednym przypadku geny z danej pary nie ulegaly ekspresji we wszystkich badanych
bibliotekach TSS-Seq. W wigkszo$ci natomiast para genow ulegala ekspresji
z wykorzystaniem naktadajacych si¢ rejondw promotorowych w jednej lub kilku bibliotekach,
przy jednoczesnej ekspresji z wykorzystaniem nienakladajacych si¢ miejsc startu transkrypcji
w innych bibliotekach. Aby uchwyci¢ wzorce ekspresji genéw dla 73 ludzkich bibliotek
przeprowadzono hierarchiczng analiz¢ skupien. Wykazala ona, Ze analizowane biblioteki
grupuja si¢ w trzy duze klastry: linie gruczolakoraka ptuc, organy ptodowe i dorostego
czlowieka oraz laboratoryjne linie komorkowe. Wylaniajacy si¢ obraz ukazat klaster gendw
naktadajacych si¢ prawie we wszystkich liniach komodrkowych gruczolakoraka ptuc,
przy jednoczesnie znikomej ekspresji, najczgsciej bez naktadania, w innych bibliotekach.
Widoczne sg rowniez mniejsze klastry genow ulegajacych ekspresji w wybranych tkankach,

ale wykazujacych tendencje do naktadania si¢ w liniach komoérkowych nabtonka
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oddechowego Beas2B, ktdre poddane zostaty transfekcji. Otrzymane wyniki wskazuja na to,
ze przynajmniej niektore geny moga w okre§lonych tkankach ,preferowac” ekspresje
z nakladajacych si¢ promotordw, co ma najprawdopodobniej zwigzek z czynnikami tkankowo
specyficznymi.

Przeprowadzone w ramach pracy badania wykazaty rowniez, ze zjawisko naktadania
tej samej pary gendw moze przyjmowac drastycznie odmienny charakter migdzy réznymi
bibliotekami. Réznice te mogg dotyczy¢ zaréwno dtugosci jak i lokalizacji rejonu naktadania
si¢ genow, ktory w zaleznosci od biblioteki moze znajdowac si¢ jedynie w rejonach 5° UTR
obu gendw, wchodzi¢ w obszar kodujacy jednego lub obu gendéw w parze lub nawet siegac
koncow 3°. Jak zostato to zademonstrowane przyktadowo dla par genow HTRA2 i AUPI
oraz CNTROB 1 TRAPPCI, rejon nakladania moze by¢ umiejscowiony czasem w jednym
a czasem w drugim genie z pary, w =zaleznosci od wykorzystania przez te geny
alternatywnych miejsc startu transkrypcji. W niektorych przypadkach moze mie¢ to istotne
znaczenie regulatorowe na poziomie interakcji RNA:RNA kiedy to rejon naktadania obejmuje
na przyklad miejsce docelowe dla czasteczki miRNA. W pracy zidentyfikowano
az 27 przypadkow, w ktoérych w zalezno$ci od lokalizacji rejonu nakladania dane miejsce

docelowe moze by¢ maskowane lub nie.

Mie¢dzygatunkowe zakonserwowanie zjawiska nakladania
Liczne doniesienia literaturowe wykazywaly, Zze zjawisko nakladania si¢ wielu par

16,2425, 2% y7eeramachaneni i wspotpracownicy'® pokazali

genow jest gatunkowo specyficzne
przyktadowo, ze cztowiek posiada 255 par genéw naktadajacych sie, ktore posiadaja geny
ortologiczne u myszy. Sposrod nich jedynie 95 ulegato naktadaniu u obu gatunkéw, jednakze
wz6r naktadania si¢ byt u obu gatunkéw rozny. Wyniki otrzymane w projekcie FANTOM3**
zademonstrowaty, ze naktadanie si¢ mniej niz 20% wszystkich zidentyfikowanych par genow
jest zakonserwowane miedzy cztowiekiem i mysza. Z kolei badania przeprowadzone przez
Wood i wspotpracownikow™ wykazaly, ze mniej niz potowa par ludzkich gendéw kodujacych
biatka naktadajacych si¢ z dlugimi niekodujagcymi RNA, jest zakonserwowana u myszy.
Podobnie jak Veeramachaneni, wykazali oni, Ze zakonserwowanie mi¢dzy oboma gatunkami
zjawiska naktadania czgsto nie jest jednoznaczne z zachowaniem wzorcow naktadania tych
gendow. W tych samych badaniach, Wood 1 wspolpracownicy wykazali réwniez,

ze mig¢dzygatunkowe zachowanie wzorca nakladania si¢ genéw na koficu 5° jest znacznie

rzadsze niz na koncach 3°%.
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W takim kontek$cie zidentyfikowanie w niniejszej pracy doktorskiej jedynie
26 ortologicznych par gendw naktadajacych si¢ zarowno u myszy jak i u cztowieka, nie jest
w petni zaskakujace. Warto przypomnie¢ tez, ze jedynie 5 par gendw ulega u obu gatunkéw
naktadaniu w homologicznych organach. Moze by¢ to zwigzane z bardzo wysoka dynamika
wykorzystania alternatywnych miejsc startu transkrypcji, a co za tym idzie naktadania si¢
gendw w roznych bibliotekach. Je§li bowiem migdzy tkankami i organami tego samego
gatunku wystepuja tak duze fluktuacje, nie mozna si¢ spodziewaé, ze zjawisko to bedzie
silnie zachowane migdzygatunkowo. Nie mozna jednak wykluczy¢, ze liczba par genow
zakonserwowanych  miedzy  czlowiekiem a mysza znaczagco by  wzrosla,

gdyby przeanalizowano wigcej mysich bibliotek TSS-Seq.

Wplyw czynnikow wewnatrz i zewnatrzkomorkowych na nakladanie si¢ genow

Zmienne warunki wewnatrz i zewnatrzkomérkowe moga wplywaé na to ktory
z promotoréw bedzie wykorzystany, co z kolei moze mie¢ funkcjonalne implikacje.
Przyktadowo Zhou i wspotpracownicy®’ zidentyfikowali 108 genéw kodujacych biatka, ktore
w odpowiedzi na zmian¢ warunkow naktadaty si¢ z niekodujacymi RNA, a powstaty miedzy
komplementarnymi transkryptami dupleks RNA stawat si¢ zrodlem endogennych siRNA.
Warunki egzogenne moga takze wpltywaé na kompozycje czynnikow transkrypcyjnych
w komorce co przektada si¢ na zmienne wykorzystanie alternatywnych miejsc startu
transkrypcji'”®. W takim $wietle nie jest zaskakujacym, ze aktywacja transkrypcji
z nakladajacych si¢ miejsc TSS moze by¢ odpowiedzig na zmienne czynniki tkankowo
specyficzne lub tez czynniki zewnetrzne. Skala wpltywu tych ostatnich na zmiane
wykorzystywanych promotoréw jest w niektorych przypadkach niespodziewanie duza.
Przyktadem moze by¢ duzy wzrost liczby naktadajacych si¢ genéw w transfekowanych
liniach komodrkowych nablonka uktadu oddechowego. W przeprowadzonych analizach
zidentyfikowano 15 par, ktore w reakcji na transfekcje zainicjowaly transkrypcje w rejonie
naktadania. Analiza miejsc wigzania czynnikow transkrypcyjnych pokazata, ze w przypadku
pigciu par aktywacja nakladajacego si¢ promotora moglta mie¢ zwigzek ze zwigkszong
po transfekcji ekspresja czynnikéw transkrypeyjnych GATA2, JUND, E2FI, TEADI
i TCF7L2, ktore sa znanymi aktywtorami*>" > **'"*° oraz obnizeniem ekspresji represora
FOXLI*”. Niemniej jednak dwie sposrod tych 15 par genéw, ktore w liniach Beas2B
wykorzystywaly w odpowiedzi na transfekcje nakladajace si¢ promotory, w liniach
komoérkowych DLD1 wykazaly odwrotne tendencje, nakltadajac si¢ przed transfekcja

a ulegajac ekspresji z nienakladajacych si¢ miejsc TSS po niej. Uwidacznia to, ze na to,
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ktéry z promotorow bedzie wykorzystywany wplyw maja istotnie rdézne czynniki,
w tym przypadku zardwno stres komorkowy wywolany transfekcja jak i typ komorki.
Dodatkowo, przeprowadzona analiza pokazala jak duza moze by¢ skala ubocznych
efektow przeprowadzanych eksperymentow. W przypadku linii komodrkowej Beas2B
transfekcja spowodowata nie tylko zmiany poziomu ekspresji wielu genéw, ale takze jej
skutkiem byta aktywacja 130 genow 1 wyciszenie az 1058. Wsrdd tych ostatnich
niedoreprezentowane byly geny pehiagce funkcje zwigzane migdzy innymi z odpowiedzia
immunologiczng. Oznacza to, ze do pewnego stopnia transfekowane komorki ograniczyly
wydatkowanie zasobdéw na inne cele. Liczne Zrédla literaturowe podaja, ze efekty uboczne

258-262

tego typu nie nalezag do rzadkosci , natomiast transfekcja moze poprzez aktywacje

interferonéw stymulowa¢ ekspresje gendow zwigzanych z odpowiedzia na infekcje

, 263, 264
komoérkowag ™" .

Ekspresja genow nakladajacych

Wyniki wielu badan mogg sugerowac, ze jesli naktadanie si¢ gendw kodujacych biatka
ma funkcjonalne znaczenie, gtowna rolg jaka bedzie ono pehito jest dostrojenie poziomow
ekspresji danych gendéw. Wniosek taki wynika na przyklad z prac Shearwina
i wspotpracownikow™ oraz Yla-Herttuala i Kaikkonen®”. We wczesnych pracach
opisujacych zjawisko nakladania wykazano, Zze naturalne transkrypty antysensowne maja
tendencje do ulegania wspolnej i czgsto negatywnie skorelowanej ekspresji*®® **’. Nowsze
badania pokazaly natomiast, ze ekspresja genow naktadajacych si¢ moze faktycznie byc¢
skorelowana, ale pozytywnie’® lub tez korelacji w ogole nie ma**. Wyniki zaprezentowane
W niniejszej pracy pokazuja, ze poziom ekspresji wiekszej czgsci gendw nie jest skorelowany,
jednakze w tych przypadkach, w ktérych zidentyfikowano jej statystycznie istotng warto$¢,
miala ona charakter pozytywny a nie negatywny. Negatywna korelacja w bibliotekach,
w ktorych ekspresja zachodzita z rejonow nakladania potwierdzona zostata tylko
w przypadku jednej pary gendéw. Jest to zgodne z czgscig badan prowadzonych nad
naturalnymi transkryptami antysensownymi’*>°,

Otrzymany wynik zdaje si¢ by¢ w pewnym stopniu zgodny z modelem inicjacji
transkrypcji przez promotory dwukierunkowe, ktore reguluja wiele gendw u rdéznych

160, 170, 268 . ’ o . .
- 170-268 Ekspresja genow regulowanych takimi promotorami

gatunkow, w tym u cztowieka
jest czesto pozytywnie skorelowana. Mozna wigc przypuszczaé, ze ekspresja wielu
z badanych par genéw moze by¢ regulowana takimi wlasnie promotorami. Co prawda $rednia

dlugos$¢ rejonu naktadania, ktora wynosi 1570 pz, jest stosunkowo duza jak na
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dwukierunkowe promotory, jednakze istnieja doniesienia moéwigce o tym, Ze moga one
osiaga¢ nawet do 2000 nukleotydéw dtugosci”. Analiza czynnikéw transkrypcyjnych
potencjalnie regulujacych rejony promotorowe ludzkich genéw naktadajacych si¢ wykazata
statystycznie istotng nadreprezentacj¢ kilku czynnikéw transkrypcyjnych ktore powigzane
zostaty uprzednio z regulacja promotoréw dwukierunkowych® % 17217 Miedzy innymi byt
to czynnik transkrypcyjny ZNFI43, ktory przez Anno i wspolpracownikow’'®
zademonstrowany byl jako wigzacy 47% promotoréw dwukierunkowych. Innym czynnikiem
transkrypcyjnym, ktdrego miejsca wigzania nadreprezentowane byly wsrdéd promotordéw
genéw nakladajacych si¢ byl GABPA, ktory przez Collinsa i wspotpracownikow'®,
zidentyfikowany zostal jako czynnik wigzacy DNA ponad 80% promotoréw
dwukierunkowych. Collins pokazal ponadto, ze w 67% przypadkow, zwigzanie si¢ tego
czynnika transkrypcyjnego do promotora jednokierunkowego powodowato w nim inicjacje
transkrypcji w dwoch kierunkach'®®. Niemniej jednak dalsza analiza wykazata, ze jedynie
15% par genéw nakladajacych sie u czlowieka zawiera w promotorach miejsca wigzania
GABPA. Zupehie inaczej sytuacja przedstawita si¢ w przypadku myszy, u ktoérej miejsca
wigzania czynnika transkrypcyjnego Gabpa zidentyfikowane zostaly w promotorach az 47%
par genow naktadajacych si¢. Wynik taki moze sugerowac nieco odmienne znaczenie tego
czynnika transkrypcyjnego w regulacji naktadania si¢ gendw u obu gatunkow.

Jesli zidentyfikowane geny nakladajace si¢ regulowane s3a przez promotory
dwukierunkowe lub niezalezne promotory wspotdzielace rejony regulatorowe, to zgodnie
z opublikowanymi pracami mozna by si¢ spodziewaé, ze beda one ulegaty ko-ekspresji'** **
160, 170, 269271~ Analiza nakladania si¢ genow w 73 ludzkich i 10 mysich organach wykazata
jednak, ze odpowiednio 98% i 95% par gendéw ulegajacych ekspresji z naktadajacych sig
miejsc TSS w jednej bibliotece, jest w innych bibliotekach reprezentowane jedynie przez
jeden gen. Tak wysoka liczba tego typu przypadkoéw nie potwierdza wspomnianego wczesniej
zatozenia o ko-ekspresji gendow naktadajacych si¢ na koncach 5’ i ich kontroli przez
promotory dwukierunkowe. Z drugiej jednak strony Rhee i Pugh®’* pokazali, ze promotory
dwukierunkowe moga do pewnego stopnia podlega¢ zrdéznicowanej regulacji w kazdym
z kierunkow. Potwierdzily to badania Bagchi i Iyer’", ktére wykazaly, Zze promotory
dwukierunkowe moga w niektorych tkankach inicjowa¢ transkrypcje w dwoéch, a w innych
w jednym kierunku, co zwigzane moze by¢ np. z dziatlaniem rdéznych czynnikéw
transkrypcyjnych. By¢ moze nie bez znaczenia jest zatem odkrycie w promotorach gendéw

naktadajacych si¢ u czlowieka, miejsc wigzania dla ponad dwukrotnie wigkszej liczby

czynnikow transkrypcyjnych roéznego rodzaju w poréwnaniu z pozostalymi genami.
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W przypadku tak bliskiej lokalizacji wymagana moze by¢ bowiem bardziej precyzyjna
kontrola ich aktywacji, tak aby transkrypcja nie zostala przypadkowo zainicjowana
w niewlasciwym kierunku. Warto zauwazy¢ rowniez, ze geny nakladajace si¢ maja $rednio
wickszg liczb¢ promotoréw przypadajacych na gen, co rowniez moze mie¢ zwigzek
z wigkszym skomplikowaniem regulacji inicjacji ich transkrypcji. Reasumujac, otrzymane
wyniki sugeruja, ze przynajmniej cz¢$¢ genoéw naktadajacych si¢ moze podlega¢ regulacji
przez dwukierunkowe rejony promotorowe, lecz z pewnos$cia nie jest to regutg dla wszystkich
zidentyfikowanych tutaj genow.

Wiele genow, szczegolnie tych, ktorych rejony promotorowe znajdujg si¢ w wyspach

CpG, wykorzystuje alternatywne miejsc startu transkrypcji'® >*

. Zmiana profilu ekspresji
pary genow z nienaktadajacych si¢ do naktadajacych jest najczesciej zwigzana ze zmiang
promotora na alternatywny badZz aktywacja dodatkowych rejonéw promotorowych przez
jeden lub oba geny z pary. Analiza ekspresji wykazata, ze wykorzystanie wigkszej liczby
promotoréw wigze si¢ z podwyzszeniem poziomu ekspresji gendw. Zostalo to pokazane
zarowno na przykladzie danych TSS-seq jak i RNA-Seq. Mechanizm ten moze by¢ zatem
wykorzystywany przez komorke w momencie, gdy potrzebna jest wigksza ilos¢ kodowanego
przez dany gen bialka, niezaleznie od tego czy efektem ubocznym moze by¢ naktadanie si¢
gendw. W pracy pokazano takze, ze geny ulegajace naktadaniu majg $rednio wyzszy poziom
ekspresji niz te same geny, gdy ich ekspresja zachodzi z wykorzystaniem nienaktadajacych
si¢ miejsc startu transkrypcji. Jak wykazata analiza porownawcza poziomu ekspresji 73 par
gendw ktore ulegaty ekspresji z wykorzystaniem naktadajacych miejsc TSS w czgsdcei
bibliotek i1 ekspresji tych samych gendéw bez naktadania w innych bibliotekach, réznica ta nie
wynika z faktu, Ze podczas naktadania wykorzystywanych jest przecigtnie wigcej
promotoréw. Moze to sugerowaé, ze potencjalna interferencja transkrypcji w rejonie
naktadania, nie ma tak duzego wpltywu na ostateczny poziom ekspresji naktadajacych si¢
gené6w. Warto tutaj przypomnieé¢, ze w przypadku ekspresji tylko jednego z genow
z analizowanych 73 par, jej poziom jest pordwnywalny do poziomu genow gdy ulegaja
ekspresji z naktadajacych si¢ TSS. Nasuwa to wigc ciekawe pytanie: dlaczego aktywacja

nienaktadajacych si¢ promotordw wiaze si¢ z nizszym poziomem ekspresji?

Alternatywny splicing a nakladanie si¢ genow

Zjawisko interferencji transkrypcyjnej, ktore sugerowane jest w przypadku naktadania

si¢ genow, moze przyczyniaé si¢ do spowolnienia tempa elongacji polimerazy RNA 11°% ¢ %4,

To z kolei umozliwia rozpoznanie stabszych sygnatow alternatywnego splicingu®
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Do tej pory przyktady zalezno$ci alternatywnego splicingu od nakltadania si¢ gendéw
zidentyfikowane zostaty zaréwno dla par genéw utworzonych przez kodujace i niekodujace
RNA"'| jak rowniez dla par genéw utworzonych przez dwa geny kodujace biatka’® *”.
W przedstawionej pracy przeprowadzono analiz¢ majaca na celu sprawdzenie czy zwigzek
alternatywnego splicingu i zjawiska naktadania zachodzi réwniez w przypadku ktorejs ze
zidentyfikowanych naktadajacych si¢ koncami 5° par genéw kodujacych biatka.
Przeprowadzona analiza pozwolila na zidentyfikowanie trzech par genow, w ktorych
alternatywny splicing jednego z genow w parze moglby by¢ powigzany ze zjawiskiem
naktadania si¢ genéw. Analiza wzorcoOw polimerazy RNA II zdaje si¢ wyklucza¢ tutaj wptyw
interferencji transkrypcji. Wartym dalszego zbadania, szczeg6lnie w przypadku dokladniej
opisanej pary gendw LRRC46 1 MRPLI0, pozostaje jednak potencjal do regulacji splicingu

poprzez formowanie duplekséw RNA:RNA i maskowanie miejsc splicingowych

Nakladanie si¢ genow a struktura chromatyny i interferencja transkrypcji

Przedstawione powyzej wyniki nie wykluczaja jednoznacznie tego, ze przynajmniej
w przypadku niektorych z par pewne zakldcenia transkrypcji moga mie¢ miejsce. Dlatego tez
sprawdzono na ile dane dotyczace aktywacji TSS i1 poziomu ekspresji odzwierciedlone sa
przez stan chromatyny, ktorej stopien upakowania przektada si¢ na aktywnos$¢ transkrypcyjna.
Przyktadowo trimetylacja 4 lizyny i acetylacja 27 lizyny histonu H3 powigzane zostaly

115 hodezas gdy juz trimetylacja obu tych miejsc

z aktywnymi promotorami'>
skorelowana jest z promotorami wyciszonymi'*” '**. Analiza wspotwystepujacych na danych
nukleosomach kombinacji modyfikacji histonéw 1 funkcjonalnych implikacji tych
modyfikacji, czyli tzw. kodu histonowego, byta wielokrotnie wykorzystywana w badaniach
rejondw transkrypeyjnych®® 1% 1937145 14719 "R oymiez w odniesieniu do naktadajacych sie
gendw kod histonowy uzywany byt do oszacowania sity promotoréw. Przykladowo Conley
i Jordan®* przeanalizowali tysiace naktadajacych si¢ promotoréw u cztowieka i okreslali ich
sife na podstawie obserwacji modyfikacji histonéw o aktywujacym (np. H3K27ac, H3K4me3
czy H3K4me2) lub wyciszajagcym charakterze (np. H3K27me3), klasyfikujac je odpowiednio
jako silne i stabe. Dodatkowo zauwazyli oni, ze silne promotory byly skorelowane
z aktywno$cig polimerazy RNA II, podczas gdy slabe nie odznaczaly si¢ taka aktywno$cia.
W swoich badaniach wykazali oni rowniez nadreprezentacj¢ nakladajacych si¢ promotoréw
o takim samym charakterze, tzn. czgsciej spotykano pary dwoch promotoréw silnych lub
dwoch stabych, anizeli kombinacj¢ silnego i stabego promotora. Zasugerowali oni na tej

podstawie, ze zjawisko naktadania ma charakter raczej aktywujacy anizeli wyciszajacy*.
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Whiosek ten jest zgodny z wyraznie wyzszym poziomem ekspresji naktadajacych si¢ genow,
jaki zaobserwowano w wyniku przeprowadzonych w trakcie realizacji tej pracy analiz.

Aby okresli¢ na ile stan chromatyny odzwierciedla fakt naktadania si¢ genéw oraz jaki
wplyw naktadanie si¢ genéw ma na aktywno$¢ polimerazy, we wszystkich bibliotekach
gruczolakoraka pluc przeprowadzono klasteryzacj¢ genéw na podstawie sygnatéw
epigenetycznych oraz aktywnos$ci polimerazy RNA II. W kazdej bibliotece uwzgledniono
rejony wszystkich par gendw, ktore naktadaty si¢ przynajmniej w jednej z nich bez wzgledu
na to czy w danej bibliotece ulegaty ekspresji czy nie. Otrzymane klastry reprezentowaly trzy
gléwne modele, a jednym z gtéwnych czynnikow roznicujacym te modele byta sita sygnatu
aktywnos$ci polimerazy w badanym rejonie. Blizsza analiza wykazala, co jest szczegolnie
interesujace, ze sygnat, ktéry moze $wiadczy¢ o zakldceniach transkrypcji obserwowany byt
zarowno w przypadku gdy geny si¢ nakladaty jak i w takich sytuacjach gdy nakladania nie
byto. Podobnie brak takiego sygnalu cechowal zaréwno niektére naktadajace sie¢
jak i nienaktadajace si¢ w danych bibliotekach pary.

Obecnos$¢ sygnatu interferencji transkrypcji w przypadku, gdy geny wykorzystywaty
naktadajace si¢ miejsca TSS, nie wymaga wigkszego wyjasniania gdyz powodem zakldcenia
moze by¢ kolizja polimeraz aktywnie transkrybujacych geny w przeciwnych kierunkach
na tym samym odcinku DNA (rycina 39 A). Podniesiony sygnat aktywnosci polimerazy
w obszarze pomigdzy aktywnymi nienakladajacymi si¢ promotorami moze wigzaé si¢

z obecnoscia promotorow dwukierunkowych typu PROMPT!>1>°

. W tym przypadku sygnat
moze by¢ wynikiem transkrypcji niestabilnych RNA, zachodzacej w kierunku przeciwnym do
transkrypcji genu kodujacego biatko (rycina 39 B). W sytuacji, gdy nienakladajace si¢
promotory nie naleza do typu PROMPT takiego sygnalu mozemy nie obserwowa¢, tak jak
to przedstawiono na rycinie 39 C.

Najtrudniejsza do wytlumaczenia wydaje si¢ by¢ sytuacja, w ktorej zachodzi
naktadanie si¢ genow, ale brak jest sygnatu interferencji transkrypcji. Mozna zadaé pytanie
w jaki sposob geny te unikaja takiego zakldcenia. Hipotetycznie mogloby to nastgpowaé
w dwoch przypadkach. Po pierwsze, gdy gen wykorzystuje do ekspresji w danym momencie
wiecej niz jeden alternatywny promotor, z czego nie wszystkie znajduja si¢ w naktadajacych
rejonach. W konsekwencji jedynie czes¢ czasteczek mRNA bedzie transkrybowana
z nakladajacych si¢ miejsc. Jak pokazano na przyktadzie par genow ANAPCI6 i ASCCI,
MRPSI8B i PPPIRIO oraz DYNLLI 1 SRSF9, cz¢s¢ poziomu ekspresji przypisanego
do rejonu nakladania si¢ gendéw, ktorg zbadano z wykorzystaniem wspdtczynnikéw OR oraz

JoinedOR, moze si¢ skrajnie r6zni¢ migdzy badanymi bibliotekami. Doskonalym przykladem
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jest tutaj para PDAPI i BUD3, ktorej wspotczynnik JoinedOR w bibliotece PC14 wynosit
zaledwie 0,003. Oznacza to, ze transkrypcja z nakladajacych si¢ miejsc byla bardzo znikoma
1 w zwigzku z tym interferencja transkrypcji moze nie zachodzi¢. Drugim wyjasnieniem,

: . :213, 214, 274-278
zgodnie z wynikami wielu badan®'> *'* 2’+%7

, moze by¢ ekspresja monoalleliczna, ktorej
moga ulega¢ takze nakladajace si¢ geny. W sytuacji, w ktorej kazdy z genoéw z pary jest
transkrybowany na innym z homologicznych chromosoméw, fakt ich nakladania si¢ nie ma
znaczenia w aspekcie zakldcenia transkrypcji (rycina 39 D). Doskonalym tego przykladem
jest para FOXREDI oraz SRPR, ktérych potencjalnie monoalleliczng ekspresje¢ wykazano
w przypadku dwoéch probek gruczolakoraka ptuc. Mozliwo$¢ takiej ekspresji wzmacnia fakt,
iz proporcje odczytow z poszczegdlnymi allelami odpowiadajg proporcjom poziomu ekspresji
tych gendéw. Analiza aktywnosci polimerazy w rejonie nakltadania si¢ tych gendw, zgodnie

z oczekiwaniem, nie wykazata podniesionego poziomu odczytow.

A. B.
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Rycina 39. Modele potencjalnie wyjasniajgce wystepowanie lub brak wystgpowania spowolnienia
polimerazy RNA 1I, zwigzanego 7 zachodzeniem zaklocenia transkrypcyjnego. A) Para genow
nakladajgcych sie, widoczna obecnos¢ sygnalu spowolnienia polimerazy RNA II; B) Para genow
wykorzystujgcych do ekspresji promotory dwukierunkowe typu PROMPT, widoczna obecnos¢ sygnatu
spowolnienia polimerazy RNA II; C) Para nienaktadajgcych sie genow wykorzystujgcych promotory
Jjednokierunkowe, brak obecnosci sygnatu spowolnienia polimerazy RNA II; D) Monoalleliczna ekspresja
genow naktadajgcych sie¢ z dwoch chromosomow homologicznych Al i A2. Brak obecnosci sygnatu
spowolnienia polimerazy RNA 1.
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7. Wnhioski

W niniejszej pracy doktorskiej zidentyfikowano i1 konsekwentnie przeanalizowano 695
ludzkich i mysich par gendéw nakladajacych si¢ koncami 5°, z ktérych oba geny w parze
kodowaty biatka. Wykazano, ze zjawisko naktadania nie jest cechg stata wielu par genow,
co prowadzi do tego, ze ta sama para gendéw moze ulega¢ ekspresji z wykorzystaniem
naktadajacych si¢ miejsc TSS w jednej bibliotece i nienaktadajacych sig, alternatywnych
rejonéw promotorowych w innej. Charakterystyka naktadania si¢ w kazdej z bibliotek, nawet
dla tej samej pary, moze by¢ skrajnie r6zna zardwno pod wzgledem stopnia naktadania si¢
gendw, jak rowniez obszaru zajmowanego przez rejon nakladania. Wyniki badan sugeruja,
ze naktadajace si¢ pary genéw odznaczaja si¢ w stosunku do innych gendéw znacznie bardziej
skomplikowanym systemem regulacji poziomu ich ekspresji. W poréwnaniu do innych
genoéw, rejony promotorowe gendéw naktadajacych regulowane sg u cztowieka przez $rednio
ponad dwukrotnie wigksza liczbg réznych czynnikow transkrypcyjnych, z ktérych czesé
powigzana zostala z regulacja promotorow dwukierunkowych. W przypadku czes$ci par
gendw wykazano zwigkszong aktywnos$¢ polimerazy RNA II w rejonie nakladania, co moze
$wiadczy¢ o udziale zjawiska interferencji transkrypcyjnej w regulacji poziomu ekspresji
genow.

Bardzo ciekawg obserwacja jest to, ze naktadajace si¢ geny maja przecigtnie wyzszy
poziom ekspresji niz te same geny ulegajace transkrypcji z nienakltadajacych si¢ TSS.
Przy =zakldceniu transkrypcji, wykazanym przynajmniej w niektorych przypadkach,
oraz biorgc pod uwage wczesniejsze doniesienia mozna bylo spodziewaé si¢ efektu
odwrotnego. Jednakze, jak wskazuja wyniki przedstawionych badan, zaktdcenie transkrypcji
moze wystgpowac takze w przypadku gdy geny wykorzystuja nienakladajace si¢ promotory.
W efekcie wpltyw interferencji na ekspresj¢ moze by¢ niewidoczny przy grupowym
poréwnywaniu poziomu ekspresji gendw nakladajacych i nienaktadajacych sie. Istotny wpltyw
natomiast na wyzszy poziom ekspresji gendw nakladajagcych si¢ moze mie¢ fakt
wykorzystywania bardziej oddalonych promotoréw. Promotory te w wielu wypadkach nie sa
szczeg6lnie silne, ale dzialajac wraz z promotorami nienakladajacymi, co jest czesto
obserwowane, moga wystarczajaco efektywnie wzmacnia¢ ekspresj¢. Wykorzystywanie
wigkszej liczby promotorow jest, jak wskazuja wyniki, silnie skorelowane z wyzsza
ekspresja. Natomiast te z nakladajacych si¢ promotorow, ktére dziataja w pojedynke
sa najprawdopodobniej przeci¢tnie silniejszymi promotorami na co moze wskazywac $rednio
wyzsza ekspresja naktadajacych si¢ genow transkrybowanych z jednego TSS w pordwnaniu

z genami, ktore takze wykorzystuja jeden TSS, ale nie nakladaja si¢. Wynikajacy
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z przeprowadzonych badan wniosek potwierdza hipotez¢ o aktywujacym charakterze
zjawiska naktadania si¢®*.

Mimo iz przeprowadzone badania nie dostarczyly ostatecznej odpowiedzi odno$nie
funkcjonalno$ci zjawiska naktadania si¢ genéw w skali globalnej, pokazaty one, Ze ekspresja
tych genow moze podlega¢ $cislejszej kontroli niz pozostatych gendéw, co niewatpliwie

powiazane jest z wyjatkowa architekturg genomowa w jakiej geny te si¢ znalazty.
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10. Wykaz najczeSciej uzywanych skrotow

ChIP-Seq — z ang. chromatin immunoprecipitation sequencing

dsRNA — z ang. double stranded RNA

EST — z ang. expressed sequence tag

FPKM - z ang. fragments per kilobase of exon per million fragments mapped

FTP — z ang. file transfer protocol

JoinedOR — z ang. joined overlap ratio

IncRNA — z ang. long non-coding RNA

miRNA — z ang. micro RNA

mRNA — z ang. messenger RNA

NAT — z ang. natural antisense transcript

NFR — z ang. nucleosome free region

OR — z ang. overlap ratio

ppm — z ang. parts per million

PROMPT - z ang. promoter-upstream transcript
RNA-Seq — z ang. RNA sequencing

RNA:RNA - oddzialywania mi¢dzy czasteczkami RNA
SDI - z ang. sitting duck interference

TSS — z ang. transcription start site

UTR - z ang. untranslated region
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12. Aneks

Tabela Dodatkowa 1. Lista 73 ludzkich i 10 mysich bibliotek TSS-Seq. Dla kazdej biblioteki podano
liczbe genow ulegajqcych ekspresji z wykorzystaniem przynajmniej jednego miejsca TSS oraz catkowitg
liczbe miejsc TSS aktywnych w danej bibliotece.

Tkanka tluszczowa 5450 5888
Nadnercza 4988 5538
Moézg 1 6153 6876
Mozg 2 5363 5905
Mozg 3 5050 5683
Piers 4594 5207
Jelito 5112 5767

. Serce 1 3472 3656
S | Serce 2 3658 3919
S| Nerki 1 5433 5730
S | Nerki 2 4627 5065
T | Watroba 3990 4249
2 | Pluca 6630 7472
= | Limfa 5142 5578
2’| Migsnie 4640 4956
%D Jajniki 6267 6714
Prostata 4698 5139
Jadra 7147 8065
Tarczyca 6351 7185
Mozg ptodu 5824 7261
Serce ptodu 4391 6639
Nerki ptodu 5271 6434
Watroba ptodu 3539 3825
Grasica plodu 5158 6927
DLD1 Hipoksja HIF1- 5769 6479

S |DLDI Hipoksja HIF2- 5451 5831
éﬂ DLD1 Hipoksja 5602 6212
= 4 DLDI Normoksja HIF1- 5412 5755
= '3 DLD1 Normoksja HIF2- 5811 6172
£ 9DLDI Normoksja 5486 5809
o |Beas2B IL4+ STAT6 5112 5623
= |Beas2B IL4- STAT6 5014 5460
Beas2B 1.4+ Parent 5230 6159
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Beas2B IL4- Parent 4969 5531
Beas2B IL4- STAT6 siRNA 3070 3386
Beas2B IL4- Kontrola siRNA 3108 3360
Beas2B IL4+ STAT6 siRNA 3047 3293
Beas2B IL4+ Kontrola siRNA 3255 3519
Ramos IL4+ 4859 5465
Ramos IL4- 4713 5267
MCF7 Normoksja 4707 5203
MCF7 Hipoksja 4821 5270
TIG3 Normoksja 5063 5558
TIG3 Hipoksja 5034 5476
HEK293 Normoksja 5033 5260
HEK293 Hipoksja 5093 5412
Hela 5181 5592
A427 6971 7725
A549 6938 7457
ABC1 6812 7389
H1299 7087 7656
H1437 7339 8154
H1648 7253 7950
H1650 7675 8459
» | H1703 6870 7316
8| H1819 7884 8695
# | H1975 7288 7961
g H2126 7344 8156
= | H2228 6939 7519
2 [H2347 7204 7826
f“j H322 7631 8447
2|18 7030 7620
Q| LC2/ad 7105 7670
(;é PC3 6307 6877
PC7 6926 7584
PC9 6909 7421
PC14 6088 6570
RERFLCadl 7414 8141
RERFLCad2 8067 9231
RERFLCKIJ 7363 8079
RERFLCMS 7771 8458
RERFLCOK 7058 7647
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VMRC-LCD 7054 8484
Mozg 3993 4679
Serce 4035 4198
Nerki 5515 5828

§ Watroba 4767 4991

2 | Sledziona 2747 2810

S | Grasica 3701 4330

S | Zarodek, 7 dni 6321 7633
Zarodek, 11 dni 6895 8070
Zarodek, 15 dni 6744 7510
Zarodek, 17 dni 6621 7813

Tabela Dodatkowa 2. Liczba odczytow zmapowanych i niezmapowanych dla kazdej z linii komorkowych

gruczolakoraka pluc.
Liczba odczytow:
Biblioteka
zmapowanych niezmapowanych

A427 96216515 3255881
A549 51416257 3715681
ABC1 91576695 4621729
H1299 116764600 3861524
H1437 115184139 3488127
H1648 92921067 3188863
H1650 64659228 3707002
H1703 215310902 7529570
H1819 180193326 6841956
H1975 83760918 3000700
H2126 109247134 4094648
H2228 126384421 3721751
H2347 112779262 4135662
H322 122142708 4219722
1118 143702793 6846273
LC2ad 101570591 3373997
PC14 123395531 4993911
PC3 113336560 5689702
PC7 117481264 7478394
PC9 78404210 2674108
RERFLCadl 128424012 4176160
RERFLCad2 103709310 2752470
RERFLCKJ 137779846 4552162
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RERFLCMS 124618373 3433377
RERFLCOK 76895027 2839895
VMRCLCD 115525002 3662358

Tabela Dodatkowa

Liczba promotorow
regulowanych przez ten czynnik
posrod: Wartos¢
Czynnik genow genow statystyki
transkrypcyjny | naktadajacych | nienaktadajacych Z Krotno$¢ zmiany
YYl 3761 21226 51,37 1,84
SPIB 3247 16125 51,25 2,09
EBFI 2370 9324 50,59 2,63
NFIX 3533 19176 50,31 1,91
NKX2-8 2838 12916 50,22 2,28
TCF4 2700 12023 49,43 2,33
NFIC 3506 19441 48,73 1,87
FOXClI 3271 17417 47,82 1,94
ICF3 2398 10129 47,81 2,45
ZEBI 1863 6574 47,59 2,93
THAPI 2161 8884 45,73 2,52
MEIS] 3698 22647 45,65 1,69
E2F6 2426 10911 45,33 2,30
SNAI2 2175 9440 43,59 2,39
SP1 3276 19047 43,02 1,78
MZF1 3831 25379 42,80 1,56
KLF5 3402 20523 42,52 1,72
TFAP24 3156 18132 42,18 1,80
SPI1 3960 27895 40,91 1,47
ETSI 4033 29000 40,80 1,44
GATA3 3152 18657 40,47 1,75
E2F] 1920 8320 40,24 2,39
FLII 1562 5991 39,81 2,70
O1X1 1897 8324 39,42 2,36
ELKI 1207 3933 39,38 3,18
ID4 1363 5028 38,05 2,81
ETVS 1039 3188 37,97 3,38
E2F4 1628 6962 36,77 2,42
BARXI 2492 13994 35,63 1,84
TEAD3 1874 9003 35,45 2,16
SOX10 2238 11969 35,10 1,94

3. Lista czynnikow transkrypcyjnych ktorych motywy wiqzania sq nad lub
niedoreprezentowane u czlowieka. W tabeli przedstawiono tylko wyniki istotne statystycznie.
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EHF 1430 5929 35,08 2,50
MGA 1017 3427 34,84 3,07
STAT3 1598 7151 34,67 2,31
TFAP2C 1040 3656 34,03 2,95
FOXD2 2648 15940 33,84 1,72
EGRI 2014 10480 33,77 1,99
FOXP3 2571 15433 33,16 1,73
NR2F] 690 1904 32,92 3,75
NKX2-3 1238 5060 32,70 2,53
MEIS? 1195 4821 32,45 2,57
ETV6 983 3555 32,18 2,86
MAX 1184 4949 31,15 2,48
HOXAS5 1814 9538 31,05 1,97
ERG 788 2585 30,98 3,16
HOXB3 2011 11206 30,77 1,86
CEBPB 1271 5628 30,56 2,34
NFIA 1328 6066 30,31 2,27
ETV4 654 1989 29,78 341
USF1 959 3812 29,07 2,61
ETVI 602 1792 28,97 3,48
GATA2 4064 34802 28,70 1,21
TBX5 783 2831 28,41 2,86
ELK3 553 1608 28,20 3,56
BARHL?2 1540 8053 28,14 1,98
FOXLI 2592 17222 28,09 1,56
ELFI 900 3610 27,81 2,58
KLF16 1131 5145 27,71 2,28
MNT 710 2512 27,48 2,93
NR4A2 724 2598 27,42 2,89
FOX06 1568 8443 27,35 1,92
USF2 841 3324 27,18 2,62
LHXY9 1668 9290 27,13 1,86
SP2 1408 7387 26,49 1,97
TEAD4 1276 6404 26,44 2,06
NRF1 1193 5799 26,44 2,13
FOXI11 1457 7905 25,83 1,91
ENI 1502 8302 25,64 1,87
SP3 908 3961 25,62 2,37
ETV3 469 1389 25,52 3,50
ELFS5 767 3102 25,26 2,56
NFATC2 881 3847 25,17 2,37
HOXA2 1170 5876 25,09 2,06
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CREBI 727 2893 24,94 2,60
NFKBI 670 2559 24,83 2,71
FOX0O4 1263 6677 24,53 1,96
TBXI 575 2039 24,50 2,92
TEADI 1068 5308 24,11 2,08
PITX3 710 2905 23,94 2,53
ERF 369 1064 22,99 3,59
SP§ 619 2450 22,99 2,62
FOXO03 843 3947 22,68 2,21
CEBPA 932 4587 22,58 2,10
NKX6-1 1429 8440 22,43 1,75
HOXB2 1203 6677 22,22 1,87
ISL2 691 3040 21,84 2,35
MSX1 1085 5846 21,82 1,92
SREBF1 426 1445 21,76 3,05
EMX2 1101 5981 21,75 1,91
NRL 474 1730 21,56 2,84
DLX6 1204 6830 21,51 1,83
ISX 1204 6830 21,51 1,83
TFAP2B 470 1731 21,29 2,81
PRRX1 1057 5753 21,18 1,90
TFE3 547 2207 21,11 2,57
NKX3-1 757 3605 20,94 2,17
FOSL2 582 2498 20,45 2,41
STATI 530 2222 19,95 2,47
MSX2 952 5262 19,48 1,87
NEUROD?2 555 2447 19,36 2,35
NKX3-2 517 2219 19,20 2,41
HEY2 264 770 19,20 3,55
RUNX2 497 2125 18,88 2,42
BHLHE40 350 1247 18,82 2,91
HEYI 318 1079 18,69 3,05
ETV2 255 762 18,51 3,47
FOXHI 663 3340 18,12 2,06
MNX1 988 5825 17,97 1,76
JUNB 614 3016 17,96 2,11
FOXGI 655 3350 17,64 2,02
ESXI 569 2746 17,63 2,15
LMXIB 777 4287 17,40 1,88
RAX 747 4074 17,32 1,90
FOXAI 727 3930 17,28 1,92
NFATC3 538 2607 17,02 2,14
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SREBF2 255 857 16,83 3,08
TBX15 282 1007 16,80 2,90
LBX2 534 2606 16,80 2,12
GABPA 214 653 16,65 3,39
REL 333 1331 16,43 2,59
ZNF740 259 923 16,11 2,91
TFEC 366 1582 15,89 2,40
MEOX] 579 3059 15,77 1,96
FOS 572 3014 15,72 1,97
LHX6 498 2523 15,41 2,04
LHX2 491 2508 15,12 2,03
FOXDI 393 1833 15,10 2,22
TFEB 318 1357 14,98 2,43
VAXI 560 3032 14,94 1,91
SPDEF 161 471 14,89 3,54
HINFP 227 832 14,67 2,83
JUND 474 2449 14,61 2,00
RFX5 366 1735 14,26 2,18
ICF7L2 256 1039 14,12 2,55
CDX2 602 3477 14,05 1,79
CLOCK 128 355 13,80 3,73
ZBTBI18 118 310 13,76 3,94
CDX1 679 4154 13,59 1,69
ESRRA 175 603 13,59 3,01
EMX]1 391 1980 13,56 2,05
MLXIPL 208 794 13,50 2,71
HOXCI10 402 2129 12,92 1,96
LMXIA 370 1906 12,86 2,01
HMBOX1 263 1179 12,84 2,31
ZBTB74 76 161 12,67 4,89
ZBTB33 85 200 12,56 4,40
FOSLI 353 1820 12,54 2,01
AR 187 734 12,44 2,64
GMEB2 156 565 12,25 2,86
BHLHE41 145 506 12,21 2,97
HOXA13 345 1835 11,85 1,95
HOXDI11 252 1207 11,60 2,16
ZBTB7B 83 219 11,49 3,92
HNF4G 154 610 11,16 2,61
SP4 169 714 10,94 2,45
NR2C2 92 282 10,82 3,38
TFCP2 95 298 10,80 3,30
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MAFK 197 904 10,77 2,26
INSM1 130 494 10,67 2,73
MEOX2 326 1826 10,63 1,85
EGR2 125 484 10,27 2,67
RELA 138 573 10,06 2,49
RORA 166 750 10,05 2,29
ZNF143 35 56 9,99 6,47
NFYB 194 957 9,76 2,10
HOXBI13 250 1362 9,67 1,90
JUN 285 1676 9,15 1,76
HOXA10 278 1634 9,04 1,76
NFKB2 53 143 9,03 3,84
MEF2C 179 915 8,93 2,03
ELF3 65 208 8,77 3,24
ZBTB7C 61 189 8,72 3,34
MLX 89 342 8,72 2,70
ELF4 89 349 8,54 2,64
POU2F2 209 1163 8,53 1,86
MEF24 177 941 8,39 1,95
SOX9 174 927 8,29 1,94
CEBPD 141 698 8,25 2,09
MYF6 81 315 8,22 2,66
HNF44 72 264 8,19 2,82
ZNF263 201 1134 8,18 1,84
CuUxi 117 542 8,16 2,24
CEBPE 142 725 7,94 2,03
POU3F4 145 771 7,58 1,95
RUNXI 140 743 7,46 1,95
NFYA 168 955 7,37 1,82
HOXCI2 71 289 7,34 2,54
TBX2 99 476 7,16 2,15
ESR2 49 175 6,92 2,90
POU2F1 76 339 6,87 2,32
HESS5 28 71 6,85 4,08
HOXDI2 79 366 6,69 2,24
POUGF1 83 393 6,68 2,19
HOXCI1 105 554 6,50 1,96
MEF2D 97 498 6,50 2,02
FOXB1 154 923 6,44 1,73
NEUROG2 68 308 6,38 2,29
TBX20 54 227 6,18 2,46
OLIG2 83 424 6,04 2,03
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TBRI 76 376 6,04 2,09
MSC 51 219 5,86 2,41
JDP2 79 408 5,81 2,01
FOXF2 28 98 5,32 2,96
RFX4 38 157 5,27 2,51
HOXCI3 57 282 5,22 2,09
RFX2 43 194 5,09 2,30
BHLHE2? 60 314 4,96 1,98
ESRI 5 4 4,95 12,95
POU3F2 61 324 4,89 1,95
HLF 138 923 4,89 1,55
PBXI1 24 86 4,82 2,89
RXRB 16 45 4,81 3,68
RFX3 30 122 4,76 2,55
NFE2L2 55 288 4,74 1,98
NFE2 59 318 4,71 1,92
HES7 14 37 4,70 3,92
E2F3 3 1 4,67 31,07
OLIGI 69 404 4,46 1,77
CREB3 15 46 4,35 3,38
POU3F1 64 375 4,29 1,77
PAXS 6 9 4,26 6,90
IRF1 58 335 4,18 1,79
DBP 96 645 4,02 1,54
NFIL3 64 398 3,85 1,67
MEF2B 53 313 3,85 1,75
PAX3 42 232 3,82 1,87
ATF7 32 161 3,82 2,06
GLI2 13 43 3,81 3,13
EGR3 32 162 3,79 2,05
PROXI 9 24 3,74 3,88
FOXPI 88 599 3,73 1,52
XBP1 11 38 3,37 3,00
IRF8 9 29 3,24 3,21
CENPB 8 24 3,23 3,45
cux2 35 205 3,17 1,77
HSF4 30 171 3,07 1,82
TGIF2 6 16 3,06 3,88
ZICI 11 44 2,93 2,59
SRF 16 76 2,91 2,18
CEBPG 33 200 2,89 1,71
PRDM1 33 212 2,58 1,61
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HSF2 26 158 2,55 1,70
SMAD3 16 84 2,54 1,97
PLAGI 10 44 2,52 2,35
IRF9 4 11 2,44 3,77
ATF4 28 179 2,40 1,62
GLIS3 3 7 2,37 4,44
HNFI1B 26 165 2,35 1,63
NR3CI 7 29 2,25 2,50
MAFF 8 36 2,20 2,30
MYBL2 2 4 2,12 5,18
POU3F3 22 141 2,12 1,62
HSF1 21 134 2,09 1,62
PAX7 22 143 2,06 1,59
IRF7 8 42 1,80 1,97
RREBI 5 23 1,69 2,25

Tabela Dodatkowa

4. Lista czynnikow transkrypcyjnych ktorych motywy wiqgzania sq nad

niedoreprezentowane u myszy. W tabeli przedstawiono tylko wyniki istotne statystycznie.

lub

Liczba promotoréow regulowanych
przez ten czynnik posréd:
Czynnik genow genow Wartos¢

transkrypcyjny | naktadajacych nienaktadajacych | statystyki Z| Krotno$¢ zmiany

Gabpa 115 2991 5,11 1,56
Gatal 518 20344 4,21 1,03
Nr2f6 7 70 3,84 4,06
Tcf12 253 8993 2,77 1,14
Myog 280 10110 2,70 1,13
Myodl 252 9025 2,61 1,13
Zfx 99 3219 2,38 1,25
E2f3 134 4603 2,17 1,18
Erg 262 9667 2,09 1,10
Hoxb5 1 6 2,05 6,77
Tcf3 265 9921 1,81 1,09
Ebf] 73 2430 1,79 1,22
Hoxd9 66 3259 -1,71 0,82
Crem 19 1135 -1,72 0,68
Arid5a 1 202 -1,79 0,20
Twist2 51 2653 -1,88 0,78
Pitxl 102 4981 -2,11 0,83
Gfilb 51 2738 -2,12 0,76
Foxol 74 3781 -2,16 0,80
Nra2 9 748 -2,22 0,49
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Hoxa9 3 407 -2,23 0,30
Arid3a 272 12090 -2,25 0,91
Hoxa5 206 9425 -2,27 0,89
Foxo3 75 4010 -2,63 0,76
Nfatc2 75 4039 -2,70 0,75
Dix1 46 2968 -3,39 0,63
Prrx2 258 12070 -3,43 0,87
Msx3 115 6170 -3,52 0,76
Dix3 118 6316 -3,56 0,76
Shox2 110 5973 -3,57 0,75

Tabela Dodatkowa 5. Lista czynnikow transkrypcyjnych, ktorych ekspresja ulegla statystycznie istotnej
gmianie w odpowiedzi na transfekcje.

Log, krotno$ci zmiany

Czynnik transkrypcyjny | ekspresji

CARM1 6,052720793
MTAI 5,954849377
JUND 5,225556334
NFKBIB 4,824544083
GPS2 4,230687075
SETD3 3,88041796
TRIP13 3,784201277
NOC2L 3,574704019
SUPT7L 3,525479829
MXI11 3,310742828
LPXN 2,9271071
GMEB2 2,858707469
CITED2 2,833219433
ELP2 2,693988758
NAB2 2,39370613
POBPI 2,333905468
ZNF710 2,087369002
TAF6L 1,983901462
TRIB3 1,979156309
SNW1 1,854653412
RBI 1,828957855
TRRAP 1,77978609
TAF4 1,734574917
SKI 1,675775614
EDF1I 1,293987401
CALCOCO!I -1,20257121
SF1 -1,213608801
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TAF9 -1,273499304
MEDS -1,296013811
MYSM1 -1,399102427
THRB -1,423413445
MED2] -1,423903009
NFIB -1,432929185
BIRC2 -1,43440377
DDX54 -1,451439721
JUN -1,467877908
TAFI -1,492838908
URII -1,493105175
GABPA -1,495575223
ZNF136 -1,573978419
ZNF2]12 -1,584377097
NCOA3 -1,598162822
CTNNB1 -1,619242127
CNOT6 -1,620421183
SAP30 -1,620525481
PSMC3IP -1,630050184
wwcli -1,639527267
KDM5A -1,667080126
NCOA7 -1,686836563
FGF2 -1,711409802
TFAP24 -1,716852427
ARID5B -1,725564311
TAFI13 -1,787163476
ATF?2 -1,787496452
EID] -1,832583171
TAF2 -1,832712356
SMARCE] -1,843789686
CDK7 -1,901590087
BRCAI -1,926217895
CIR1 -1,938316409
PRPF6 -1,941085327
ICF4 -1,948225193
RBFOX2 -1,956083209
PBXIP] -1,974557669
NFE2LI -2,030966673
PSMCS5 -2,09401249
SS§18 -2,172833855
ENY2 -2,282774977
RNF20 -2,287734433
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MEIS? -2,373800976
ING4 -2,398071197
TLE4 -2,437029618
DMAPI -2,530045016
NFKB2 -2,655757363
E2F8 -2,656939281
NR2F2 -2,659243178
15G101 -2,969770377
CASP8AP2 -3,201642735
KAT2B -3,440156973
MINA -4,027720037
DDX5 -4,261686015
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