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Noncoding RNA transcriptomics

Summary

The growing amount of knowledge about noncoding RNA molecules indi-
cates their major role in regulation of cellular processes. For a long time there
was no method which would allow for massive identification and analysis of
such kind of transcripts. In recent years, the ongoing explosion of high through-
put sequencing methods allowed a deep look into the transcriptome via the
cDNA library analysis techniques, like RNA-seq. Since most of such protocols
has been aimed for niRNA expression profiling, their adaptation for noncoding
RNA research is necessary. It is mainly caused by differences in structure and
properties of those two gropus of transcripts. In this article, the main difficul-
ties and challenges in investigation of noncoding RNAs with high throughput se-
quencing methods will be discussed.
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1. Wstep

W ciggu ostatnich lat obserwowa¢ mozna znaczacy wzrost
zainteresowania czasteczkami RNA nie posiadajgcymi otwartej
ramki odczytu, nazywanymi niekodujacymi RNA (ncRNA, ang.
noncoding RNA). Fakt ten zwigzany jest przede wszystkim z lawi-
nowo rosnacg liczba zidentyfikowanych czasteczek tego typu.
W 2001 r., gdy zsekwencjonowano genom cztowieka, znane byly
pojedyncze czasteczki niekodujacych RNA, natomiast w 2004 r.
liczha gendw ncRNA u cziowieka okre$lana byta na co najmniej
rowna liczbie genéw kodujacych biatka (1). Dzi$ wydaje sie, ze
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czasteczki mRNA stanowigce matryce dla biosyntezy biatek stanowig tylko idanek
RNA obecnego w komorkach eukariotycznych, a transkrypcji ulegaé moze nawet
90% genomu cztowieka (2).

Gtownym wyzwaniem w badaniach nad niekodujacymi RNA stato sie okreslenie
funkcji dla poszczegélnych transkryptow. Obecnie znany jest mechanizm dzatania
okoto \% ncRNA. Dotyczy to gtdwnie dobrze opisanych klas takich jak mikr) RNA
czy snoRNA (male jaderkowe RNA, ang. smali nucleolar RNA). W przypadku pozo-
statych setek tysiecy transkryptdéw znana jest jedynie sekwencja. Pilnie potrzebne sg
badania prowadzace do ustalenia warunkéw, w jakich ulegaja one ekspresj oraz
procesow, w ktére mogtyby by¢ zaangazowane. Wyhor pojedynczych czasteczek do
doktadnych badan funkcjonalnych jest utrudniony w Swietle toczacej sie dyskasji na
temat funkcjonalnosci niekodujacych RNA (3). Okazato sie bowiem, ze znaczna czes$¢
ncRNA jest bardzo szybko degradowana (4-5). Obserwacja ta byla podstawa hipote-
zy, wedtug ktérej sam fakt transkrypcji z nici DNA bytby istotny dla regulacji ecspre-
sji potozonych w poblizu gendw, natomiast powstajacy transkrypt bytby jedynie
produktem ubocznym.

Istotnym wyzwaniem jest zatem identyfikacja czasteczek istotnych dla pro.esow
zachodzacych w komorce. Skutecznymi narzedziami do tego typu analiz okazity sie
techniki opracowane pierwotnie do badan ekspresji mMRNA - masowe sekwfncjo-
nowanie cDNA (RNA-seq) (6) oraz mikromacierze. Niestety specyfika czasteczek icRNA
nie pozwala na analize tego typu czasteczek z zastosowaniem protokotow opraco-
wanych z mysla 0 mRNA. Dopiero znaczace modyfikacje wspomnianych technk po-
zwalajg na uzyskanie odpowiedzi na specyficzne pytania zwigzane z funkcjoiowa-
niem niekodujacych RNA.

2. Sekwencjonowanie bibliotek cDNA

jednym z najistotniejszych przetomow ostatniej dekady byto opracowanie A%yso-
ko wydajnych technik sekwencjonowania DNA, ktére pozwalajg na réwnoczesiy od-
czyt sekwencji milionéw czasteczek. Technologia ta posiada kilka odmian, z klérych
najwazniejszymi i najczesciej stosowanymi sg 454, Solexa oraz SOLID. Znaczac réz-
nice metodologiczne pomiedzy tymi metodami majg swoje odbicie przede wszyst-
kim w ilosci sekwencji odczytywanych podczas jednego eksperymentu onz ich
dhugosci (tab.). Zaraz po wprowadzeniu wymienionych technik gtéwna ich wada
byla ograniczona dtugos$¢ odczytywanych sekwencji, ktora wynosita 30-50 nt. Obec-
nie mozna juz otrzymac¢ odczyty o dtugosci ponad 500 nt, co jest wystarczajgze do
sekwencjonowania de novo catych genomOw eukariotycznych. Na podstawe tej
technologii powstat projekt ,, 1000 genomes" majacy za zadanie poznanie sekvencji
1000 genomow cziowieka do 2012 r.
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Tabela
Poréwnanie najpopularniejszych technik wysoko wydajnego sekwencjonowania DNA
Roche/454 Illumina/Solexa ABI/SOLID
maksymalna diugo$¢ sekwencji (nt) 330-500 75-100 50
liczba zasad odczytywanych podczas jednego cyklu (min nt) 0,45 18-35 30-50
koszt aparatu (USD) 500 000 540 000 595 000
koszt odczytu ! min zasad (USD) 60 2 2

Szybko zaczeto wykorzystywa¢ nowe mozliwosci rowniez do profilowania eks-
presji mMRNA za pomocg metody RNA-seq (6). Jest to mozliwe dzieki przepisaniu
mRNA na cDNA z uzyciem starteréw dla odwrotnej transkryptazy nakierowanych na
sekwencje poli-A. Nastepnie przeprowadza sie losowg fragmentacje, co pozwala na
uzyskanie w koricowej puli sekwencji o kontrolowanej dtugosci. Do tak przygoto-
wanych fragmentow cDNA liguje sie adaptory o znanej sekwencji potrzebne do
przeprowadzenia amplifikacji cDNA za pomocg PGR. Adaptory te stuzg réwniez do
inicjacji reakcji wysoko wydajnego sekwencjonowania przez synteze. Sam odczyt
sekwencji moze by¢ przeprowadzony w dwojaki sposob (7). Jesli fragmenty cDNA s3
odpowiednio krotkie, mozna odczytac ich catg sekwencje i uzy€ jej bezposrednio
do zmapowania rejondw genomowych ulegajacych ekspresji. Czesciej jednak gene-
ruje sie dtuzsze fragmenty cDNA o podobnej dtugosci, dla ktérych odczytywane sg
jedynie konce 3' oraz 5’ Nastepnie mozna z duzg doktadnoscig zmapowac na geno-
mie oba odczyty z zachowaniem pomiedzy nimi odlegtosci réwnej dtugosci wygene-
rowanych fragmentéw cDNA i przyjaé¢ zatozenie, ze rejon pomiedzy nimi réwniez
ulega ekspresji. Metoda ta pozwala na uzyskanie znacznie wiekszego pokrycia ge-
nomu sekwencjami cDNA.

Opisana procedura posiada jednak kilka punktéw, ktére znaczaco wptywajg na
jakos¢ uzyskiwanych wynikéw. Pierwszym jest przepisywanie czasteczek mRNA na
cDNA. Podczas tego procesu odwrotna transkryptaza posiada tendencje do przed-
wczesnej dysocjacji od matrycy mRNA powodujac powstawanie skroconych produk-
téw odpowiadajacych 3' czeSci mRNA. Poddanie takiej puli cDNA fragmentacji pro-
wadzi do podwyzszenia liczby fragmentéw pochodzacych z 3' konca transkryptu.
Dodatkowo réwnowaga ta zaburzona jest rowniez poprzez zréznicowang dtugosé
mRNA. Z kolei przeprowadzana w nastepnym etapie ligacja adaptoréw nie pozwala
na zachowanie informacji o oryginalnej polaryzacji mRNA, co uniemozliwia pozniej-
sze ustalenie nici DNA ulegajacej transkrypcji. Ostatnim z etapéw majacych wptyw
na jako$¢ wynikow jest stosowanie reakcji PGR w celu amplifikacji fragmentow
cDNA. Skutkuje to zwiekszeniem liczby krotkich fragmentéw cDNA w stosunku do
dtuzszych, ktore sa powietane z mniejszg wydajnoscia. Wszystkie te efekty moga
zosta¢ uwzglednione podczas normalizacji i statystycznej analizy wynikéw (8), jed-
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nak ich obecnos$¢ wskazuje jak posrednig wartoscig jest poziom ekspresji odczyty-
wany w ten sposéb. Pomimo tych niedoskonatosci walidacja wynikdw RNA-seq za
pomocg reakcji PCR w czasie rzeczywistym (RT-PC, Rang. Real-Time PCR) wykazata,
ze sg one dokladniejsze niz dane uzyskane z mikromacierzy (9).

2.1. Specyfika bibliotek cDNA opartych na niekodujgcych RNA

Biblioteki cDNA zawierajgce niekodujgce RNA znaczaco roznig sie od bibliotek
opartych na mRNA. O ile dtugie, poliadenylowane ncRNA mozna wykry¢ i analizowac
razem z mRNA, o tyle ogromna pula matych ncRNA nie moze byé przepisana do
cDNA poprzez odwrotng transkrypcje z uzyciem startera poli-T. Poniewaz czgstecz-
ki te s3 w wiekszosci produktami polimerazy RNA 111, badz tez podlegaja wycinaniu
z dhuzszych transkryptéw polimerazy RNA 11, brak jest w tych czasteczkach ogona
poli-A. Dlatego niezbedne jest dotgczenie dodatkowych sekwencji na koricu 3' ncRNA,
ktére stuzy¢ beda jako miejsca przytaczenia starteréw dla odwrotnej transkryptazy.
W tym celu stosuje sie jedng z dwdch metod - ligacje krotkich adaptoréw RNA,
badz znacznie bardziej efektywne enzymatyczne wydtuzanie 3' konca tafncuchem
polinukleotydowym.

Kolejng roznica jest znacznie wieksza réznorodnos¢ rozmiardéw czasteczek ncRNA.
Moze ona sie waha¢ od 18-19 do kilku tysiecy nukleotyddw. W zwigzku z tym utrud-
nione staje sie przeprowadzenie fragmentacji cDNA tak, zeby otrzyma¢ homogenng
pule cDNA. W warunkach reakcji zoptymalizowanych dla dtuzszych ncRNA, krétkie
czasteczki, ktdre rowniez ulegltyby przecieciu, statyby sie za mate dla celow pozZniej-
szej analizy bioinformatycznej. Alternatywnie, ztagodzenie warunkéw doprowadzi-
foby do powstania zbyt duzych fragmentow dtugich ncRNA, ktére nie mogtyby zo-
sta¢ w pelni zsekwencjonowane.

Najpowazniejszym problemem wydaje sie jednak fakt, ze niepoliadenylowane
czasteczki ncRNA nie posiadaja cech charakterystycznych, ktére pozwolityby na ich
separacje od rybosomalnych RNA. Poniewaz rRNA stanowi okoto 90-95% totalnego
RNA, jego obecnos$¢ w bibliotece ¢cDNA skutecznie obniza mozliwosci identyfikacji
innych czgsteczek o nizszym stopniu ekspresji. Dlatego wkasnie zamiast sekwencjo-
nowania cDNA uzyskanego z totalnego RNA, stosuje sie rozmaite techniki pozwa-
lajace na wylowienie potencjalnie interesujgcych czasteczek badZz zminimalizowa-
nie udziatu rRNA w bibliotece.

2.2. Metody usuwania rybosomalnych RNA
Najprostsza metodag pozwalajgcg na manipulacje sktadem puli RNA wyizolowa-

nego z komorek jest selekcja czasteczek o wybranej dtugosci. Najczesciej dokonuje
sie jej na podstawie rozdziatu elektroforetycznego RNA w denaturujacym zelu polia-
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krylamidowym (10). Na podstawie obrazu uzyskanego po wybarwieniu, elucji pod-
daje sie wytgcznie fragmenty zelu nie zawierajgce petnej dtugosci rRNA. Niewat-
pliwg zaletg jest mozliwo$¢ réwnoczesnego wzbogacenia puli RNA w potencjalnie
interesujace czasteczki, np. mikro RNA czy mate niekodujagce RNA, poprzez elucje
RNA o okreslonej dtugosci (11). Metode te charakteryzuje kilka powaznych ograni-
czen. Najistotniejszym z nich jest to, ze wraz z rRNA usuwane sg réwniez inne
czagsteczki o zblizonej wielkosci. Dodatkowo, podczas elucji z zelu tatwiej uwalnia-
ne sg krétsze RNA, co znaczaco wptywa na sktad pozZniejszej biblioteki cDNA. Co
wiecej, podczas licznych krokéw eksperymentalnych, zwigzanych z przygotowa-
niem probki do rozdziatu (denaturacja) oraz oczyszczeniem i zageszczeniem po elu-
cji, wzrasta ryzyko degradacji RNA, co w przypadku niektérych bibliotek cDNA sta-
nowi powazng przeszkode.

Ze wzgledu na te niedogodnosci w przypadku konstrukcji bibliotek cDNA nasta-
wionych na ustalenie poziomu ekspresji ncRNA stosuje sie metody oparte na specy-
ficznym ,,wylawianiu” rRNA. Metoda na to pozwalajaca opiera sie na zastosowaniu
oligonukleotydoéw DNA lub LNA komplementarnych do rRNA. Sondy takie znakuje
sie biotyng i poddaje sie hybrydyzacji do ekstraktu RNA. Nastepnie za pomocg
ziaren pokrytych streptawidyna, specyficznie wigzaca biotyne, usuwa sie powstate
heterodupleksy z roztworu. Metoda ta pozwala na usuniecie ponad 90% rybosomal-
nych RNA, jest wysoce specyficzna i nie zaburza réwnowagi ilosciowej pomiedzy
pozostatymi transkryptami. Jednak rezultaty jej zastosowania sg silnie zalezne od
sekwencji sond uzytych do hybrydyzacji. Muszg by¢ one wysoce specyficzne i nakie-
rowane na rejony rRNA, ktore sg dostepne strukturalnie.

2.3. Konstrukcja specjalistycznych bibliotek ¢cDNA opartych na niekodujacych
RNA

Obok konstruowania bibliotek cDNA opartych na totalnym RNA duzg popularno-
Scig cieszg sie techniki pozwalajgce na wyselekcjonowanie i sekwencjonowanie wy-
facznie wybranych grup czasteczek ncRNA. Pomimo ze podczas przygotowywania
tego typu bibliotek cDNA dochodzi do zaburzenia réwnowagi pomiedzy czasteczka-
mi i nie mozna na ich podstawie wnioskowac¢ na temat poziomu ekspresji genéw, sg
one niezwykle pomocne dla identyfikacji czasteczek ncRNA biorgcych udziat w kon-
kretnych procesach komorkowych.

2.3.1. Zawezanie puli ncRNA na podstawie oddziatywan RNA-biatko
Istnieje kitka metod pozwalajacych na identyfikacje oddziatywan czgsteczek RNA

z biatkami. Podstawowg stosowang technika jest koimmunoprecypitacja. Polega ona
na izolacji komplekséw RNA-biatko za pomocg immobilizowanych przeciwciat spe-
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cyficznie rozpoznajgcych biatko. Podstawowa trudnoscig zwigzang z tego typu eks-
perymentem jest odpowiednie dobranie warunkéw, tak aby jednoczes$nie uzyskaé
wysokie powinowactwo biatka do przeciwciata i nie spowodowaé dysocjacji RNA.
Gtownie z tego wzgledu mozna w ten sposob izolowac wytgcznie bardzo stabilne
kompleksy RNA-biatko. W celu wzmocnienia interakcji stosuje sie fotozszywanie
komplekséw za pomoca promieniowania UV w obecnosci formaldehydu (12). Wy-
tworzone w ten sposéb wigzania moga zosta¢ p6zniej zredukowane za pomoca
ciepta co prowadzi do uwolnienia RNA. Ogromng zaletg tej procedury jest fakt, ze
mozna jg stosowac zaréwno in vitro jak i in vivo. Pozwala ona réwniez na stosunko-
wo dokfadng identyfikacje miejsca wigzania biatka do RNA, jesli w czasie izolacji
komplekséw przeprowadzona zostanie hydroliza RNA z uzyciem RNazy |. W takim
przypadku w bibliotece uzyskamy wytgcznie fragmenty cDNA otaczajace rejony RNA
chronione przed degradacjg przez biatko.

Inng ciekawg metoda pozwalajacag na izolacje czasteczek ncRNA oddziatujacych
z biatkami jest izolacja komplekséw RNP (ang. ribonucleoprotein) (13).W odréznieniu
od koimmunoprecypitacji, gdzie identyfikowane sg RNA oddziatujgce z konkretnym
biatkiem, w tym przypadku uzyskana pula RNA zawiera zréznicowang populacje
czasteczek RNA bedacych sktadnikami bardzo roznych komplekséw biatkowych, ta-
kich jak RISC (ang. RNA-Induced Silencing Complex), spliceosom i inne. Selekcje RNP
prowadzi sie poprzez wirowanie ekstraktow komorkowych w gradiencie glicerolo-
wym, a nastepnie izolacje RNA migrujacego z kompleksami o zadanej statej sedy-
mentacji. Mozna réwniez pozyska¢ catkowite RNA wchodzace w skiad réznych RNP
i uzyskac¢ w ten sposéb globalny obraz kompozycji tego typu czasteczek, jednocze-
$nie w prosty spos6b mozna wyeliminowac frakcje gradientu zawierajgce ryboso-
malne RNA.

2.3.2. Zawezanie puli ncRNA na podstawie oddziatywan z kwasami nukleinowymi

Drugg grupe technik konstrukcji specjalistycznych bibliotek ¢DNA stanowig
metody oparte na specyficznych, zaleznych od sekwencji interakcjach pomiedzy
kwasami nukleinowymi. Metodg o najwiekszym potencjale, jak sie wydaje, jest
SHORT (ang. Substractive Hybridization of RNA Transcripts) (14). Pozwala ona na
znaczne wzbogacenie puli RNA w czasteczki ulegajgce roznicowej ekspresji. Pierw-
szym krokiem jest immobilizacja ¢cDNA uzyskanego w wyniku odwrotnej tran-
skrypcji RNA z probki A na ztozu umieszczonym w kolumnie. Nastepnie ma miej-
sce hybrydyzacja RNA pochodzacego z prdébki B. Czasteczki, ktére znajdujg sie
w obu prébkach zostajg zwigzane, natomiast te, ktére wystepuja tylko w probce B
wyptywajg z kolumny. Co istotne, uzyskana pula RNA zawiera znikoma ilo$¢ rybo-
somalnych oraz transferowych RNA, co znacznie upraszcza kolejne etapy przygo-
towania biblioteki cDNA.
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2.4. Analiza bioinformatyczna bibliotek cDNA opartych na ncRNA

Ogromne ilosci danych uzyskiwane z uzyciem wysoko wydajnego sekwencjono-
wania wymusity opracowanie nowych metod pozwalajagcych na ich analize. Podsta-
wowym wyzwaniem okazato sie ztozenie milionéw krétkich fragmentéw w sekwen-
cje petnej dtugosci transkryptéw. Podstawowg metodg stosowang do tej pory byto
faczenie sekwencji w dtuzsze fragmenty na podstawie wzajemnego podobienstwa
(15). W przypadku najnowszych technik sekwencjonowania metoda ta jest jednak
nieefektywna zaréwno z uwagi na liczbe, jak i ograniczong dtugos¢ otrzymywanych
fragmentow. Z tego wzgledu najpopularniejszg technika jest poréwnanie otrzyma-
nych odczytow do sekwencji referencyjnej, najczesciej genomowej (16). Pozwala to
na stosunkowo szybkie zgrupowanie sekwencji pochodzacych z tego samego tran-
skryptu oraz opracowanie mapy aktywnosci transkrypcyjnej poszczeg6lnych rejo-
néw genomowych.

W przypadku badania poziomu ekspresji genéw biatkowych, zaréwno sposob
postepowania jak i wiekszo$¢ metod statystycznych moze byé bezposrednio za-
czerpnieta z metodologii analizy danych pochodzgcych z mikromacierzy. Do analizy
statystycznej uzywa sie wytgcznie transkryptow zmapowanych w rejonach egzonéw
gendw kodujacych biatka. Wszystkie sekwencje posiadajgce wiecej niz jedno odpo-
wiadajgce im miejsce w genomie sg odrzucane. W takim przypadku nie ma pewno-
Sci, z ktdérego loci pochodzi transkrypt, co uniemozliwia jednoznaczne okre$lenie
poziomu ekspresji. Tylko nieliczne geny kodujace biatka wystepuja w genomach eu-
kariotycznych w wielu kopiach, natomiast niekodujace RNA czesto kodowane sg
w wielu powtoérzeniach. Doskonatymi przyktadami sg klastery utozonych liniowo ge-
n6éw snoRNA oraz rozproszone powtdrzenia gendw tRNA i rRNA. Pomimo ze nie jest
mozliwe okreslenie poziomu ekspresji osobno dla kazdego z powt6rzonych genéw,
to sama ich identyfikacja (szczeg6lnie w specjalistycznych bibliotekach) moze by¢
wysoce pozgdana. Z tego wzgledu w przypadku analizy bibliotek cDNA opartych na
ncRNA nalezy bra¢ pod uwage wszystkie transkrypty i wszystkie loci, do ktérych
moga one zosta¢ przypisane.

Kolejnym wyzwaniem jest funkcjonalna adnotacja zaobserwowanych transkryp-
tow. Sekwencje genomowe organizmdw modelowych posiadajg doktadnie opisane
pozycje gendw kodujgcych biatka. W wiekszosci przypadkéw zostaty one opracowa-
ne na podstawie mapowania petnej dtugosci sekwencji mRNA znajdujacych sie w ba-
zie danych sekwencji referencyjnych RefSeq (ang. The Reference Sequence Database)
(17). jednakze w przypadku gendw ncRNA zazwyczaj adnotowane sa wytacznie geny
znajdujace sie w bazie Rfam (ang. RNA Family Database) (18), ktora nie zawiera pew-
nych grup ncRNA, takich jak dtugie mRNA-podobne ncRNA, czy stabo jeszcze pozna-
ne rodziny matych RNA (piRNA, rasiRNA itp.). Z tego wzgledu dla pozostatej czesci
ncRNA zlokalizowanych w rejonach miedzygenowych w celu adnotacji przeprowa-
dza sie analize poréwnawczg wzgledem innych baz sekwencji, w szczegdlnosci sek-
cji nukleotydowej bazy GeneBank (19).
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L2

Rys. 2. Deskryptor sekwencyjno-strukturalny opisujacy charakterystyczne cechy czasteczek snoRNA
typu C/D. S to terminalny trzon o dtugosci LI, konserwatywne sekwencje C i D oraz dowolny znajdujacy
sie pomiedzy tymi elementami fragment snoRNA o dtugosci L2.

W nastepnym kroku wobec nieadnotowanych transkryptéw przeprowadza sie
przewidywanie funkcji. W tym celu wykorzystuje sie przede wszystkim metody
oparte na wyszukiwaniu znanych rodzin ncRNA. Polegajg one na zastosowaniu de-
skryptorow sekwencyjno-strukturalnych zawierajacych silnie konserwatywne moty-
wy charakterystyczne dla danej klasy ncRNA. W ten spos6b skutecznie mozna ziden-
tyfikowa¢ nowe czgsteczki snoRNA typu H/ACA oraz C/D, SRP RNA (ang. Signal Reco-
gnition Particle) oraz tmRNA (ang. transfer-messenger RNA). Znacznie bardziej skom-
plikowana jest identyfikacja nowych mikro RNA. Wykorzystuje sie tutaj fakt, ze te
20-24-nukleotydowe czasteczki wycinane sg z dtuzszych prekursorow, ktére posia-
dajg strukture spinki do wioséw. Podobne motywy sg szeroko rozprzestrzenione
w genomach eukariotycznych. Dlatego w celu weryfikacji wykorzystuje sie fakt, ze
metody wysoko wydajnego sekwencjonowania pozwalajg na uzyskanie wielu kopii
danej sekwencji, co umozliwia wnioskowanie o biogenezie czgsteczki z obserwowa-
nego rozktadu odczytéw (20). Poniewaz dojrzate mikro RNA wycinane sg ze $cisle
zdefiniowanego fragmentu trzonu struktury spinki do wtoséw, nalezy spodziewac
sie, ze obserwowane sekwencje bedg w zdecydowanej wiekszosci pochodzi¢ z jed-
nego rejonu prekursora. W wiekszosci przypadkéw tylko jedna z nici trzonu ulega
wiaczeniu do kompleksu RISC, co skutkuje szybsza degradacjg czasteczek pocho-
dzacych z przeciwnej nici. Proces ten réwniez ma odzwierciedlenie w obserwowa-
nym rozktadzie sekwencji.
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3. Weryfikacja poziomu ekspresji ncRNA

Ze wzgledu na liczne manipulacje towarzyszace procedurom zwigzanym z two-
rzeniem bibliotek cDNA, w szczeg6lnosci nastawionych na identyfikacje konkret-
nych klas ncRNA, w wiekszosci przypadkow nie jest mozliwe bezposrednie wniosko-
wanie o0 poziomie ekspresji ncRNA na podstawie wynikow wysoko wydajnego se-
kwencjonowania. Czesto stosuje sie inne techniki pozwalajace na doktadne okresle-
nie poziomu zidentyfikowanych ncRNA w komérkach. W przypadku niewielkiej licz-
by czasteczek najdoktadniejszag metodg jest iloSciowa reakcja PCR w czasie rzeczy-
wistym. Pozwala ona na bardzo doktadne okre$lenie ilosci transkryptu poprzez mo-
nitorowanie przyrostu produktu reakcji w czasie.

Poniewaz technika ta jest pracochtonna i stosunkowo kosztowna w przypadku
duzych ilosci ncRNA, do analizy poziomu ekspresji konstruuje sie mikromacierze
(21). Analiza ncRNA z uzyciem tej metody wymaga jednak uwzglednienia dwdch
gtownych problemdw zwigzanych ze specyfika ncRNA. Pierwszy zwiazany jest z pro-
jektowaniem sond oligonukleotydowych, ktoére majg zostaé umieszczone na po-
wierzchni mikromacierzy. W celu uzyskania miarodajnych wynikdw wszystkie sondy
muszg posiadac¢ zblizong energie wigzania analizowanych transkryptéw oraz diu-
gos¢ zapewniajgca specyficznos¢ interakcji. Wiele matych ncRNA (np. mikro RNA)
jest zbyt krotkich by umozliwi¢ zaprojektowanie efektywnych sond. Rozwigzaniem
jest zastosowanie modyfikacji LNA (ang. Locked Nucleic Acids), ktore zwiekszajg
trwato$¢ interakcji. Tego typu sondy sg bardzo kosztowne, co czesto stanowi barie-
re dla wiekszych projektow identyfikacji matych RNA w oparciu na technologii LNA.

Drugi problem zwigzany jest z brakiem mozliwosci przepisania czasteczek ncRNA
na cDNA bez zaburzania réwnowagi pomiedzy czasteczkami, gdyz wiekszo$¢ z nich
nie posiada ogona poli-A, ktéry w przypadku mRNA stanowi miejsce przytgczenia
startera dla odwrotnej transkryptazy. Hybrydyzacja materiatu RNA do mikromacie-
rzy pocigga za sobg pewne trudnosci. Jedng z nich jest fakt, ze czasteczki ncRNA po-
siadajg czesto bardzo stabilne struktury drugorzedowe, co obniza efektywnos¢ re-
akcji. Problem ten mozna czesciowo rozwigza¢ poprzez zaprojektowanie sond, kté-
re hybrydyzLijg w stosunkowo wysokich temperaturach. Pociaga to za sobg wydtuze-
nie sond, co znacznie wplywa na wspomniane mozliwosci identyfikacji krotkich
czasteczek, jednym z mozliwych rozwigzan jest konstrukcja dwoch mikromacierzy
- jednej zawierajgcych diugie sondy pozwalajgce na hybrydyzacje silnie ustruktury-
zowanych ncRNA w wysokich temperaturach oraz drugiej, z krétszymi sondami, na-
kierowanymi na mate ncRNA, ktore zazwyczaj nie posiadajg tak silnych struktur dru-
gorzedowych.
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4. Perspektywy

Dalszy rozwoj technik wysoko wydajnego sekwencjonowania nakierowany jest
na wyeliminowanie wiekszosci z opisanych problemoéw utrudniajgcych wnioskowa-
nie na temat poziomu ekspresji genéw. Niedawno opublikowane zostaty pierwsze
protokoty pozwalajgce na sekwencjonowanie pierwszej nici cDNA otrzymanej pod-
czas odwrotnej transkrypcji RNA (22), oraz na bezposredni odczyt sekwencji z RNA
podczas przytgczania nukleotydéw przez odwrotng transkryptaze (23). Techniki te
pozwalajg nie tylko na doktadne zliczenie liczby transkryptow, ale réwniez pozwa-
laja na zachowanie informacji na temat nici DNA, z ktorej ulegt on ekspresji. Na jed-
noznaczng ocene ich skutecznosci nalezy jednak poczeka¢ do ukazania sie pierw-
szych niezaleznych publikacji wykorzystujacych te technologie. Obserwowany w os-
tatnich latach rozwdj dotychczasowych metod, nakierowanych na wydtuzenie od-
czytywanych sekwencji oraz obnizenie kosztéw pozwala przypuszczac, ze w najbliz-
szym czasie analiza transkryptomu z zastosowaniem opisanych technik stanie sie
dominujacym sposobem badania réznorodnosci niekodujacych RNA.

Literatura

Cawley S., et al., (2004), Celi, 116, 499-509.

Birney E., et al., (2007), Nature, 447, 799-816.

Louro R., Smirnova A.S., Verjovski-Almeida S., (2009), Genomics, 93, 291-298.
Neil H., et al., (2009), Nature, 457, 1038-1042.

Arigo J. T., Eyler D. E., Carroll K. L, CordenJ. L, (2006), Mol. Celi., 23, 841-851.
Mortazavi A., et al., (2008), Nat. Methods, 5, 621-628.

Wang Z., Gerstein M., Snyder M., (2009), Nat. Rev. Genet., 10, 57-63.

Pepke S., Wold B., Mortazavi A, (2009), Nat. Methods, 6, S22-S32.

Marioni J. C., et al., (2008), Genome Res., 18, 1509-1517.

Huttenhofer A, et al., (2001), EMBO J., 20, 2943-2953.

Lu C, et al,, (2005), Science, 309, 1567-1569.

Wang Z., et al., (2009), Methods, 48, 287-293.

Rederstorff M., et al., (2010), Nucleic Acids Res., 38, el 13.

Mrazek J., et al.,, (2007), Nucleic Acids Res., 35, e73.

Huang X., Madan A., (1999), Genome Res., 9, 868-877.

Flicek P., Birney E., (2009), Nat. Methods, 6, 8 S6-S12.

Pruitt K. D., Tatusova T., Maglott D. R, (2005), Nucleic Acids Res., 33, D501-D504.
Gardner P. P., et al., (2009), Nucleic Acids Res., 37, D136-D140.

Benson D. A, et al,, (2010), Nucleic Acids Res., 38, D46-D51.

Friedlander M. R, et al., (2008), Nat. Biotechnol., 26, 407-415.

. Aftab M. N., He H., Skogerbo G., Chen R., (2008), BMC Genomics, 9, 278.

. Ozsolak F., et al., (2009), Nature, 461, 814-818.

Mamanova L., et al., (2010), Nat. Methods, 7, 130-132.

© N ORWN

NNNNRPRL R R R R R R R R
WP O©0VoND O wWDNEREO

BIOTECHNOLOGIA 3 (90) 191-201 2010 201



