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STRESZCZENIE

WPLYW CHEMERYNY NA TRANSKRYPTOM KOMOREK LUTEALNYCH JAINIKA
SWINI DOMOWEJ (SUS SCROFA DOMESTICA L.)

mgr Karol G. Makowczenko

Praca doktorska zostala wykonana w Katedrze Anatomii i Fizjologii Zwierzat Wydzialu Biologii
i Biotechnologii Uniwersytetu Warmifisko-Mazurskiego w Olsztynie pod kierunkiem prof. dr. hab. Tadeusza

Kaminskiego (promotor) i dr. Jana Pawta Jastrzebskiego (promotor pomocniczy).

Rozprawa doktorska sktada si¢ z dwoch prac opublikowanych w 2020 i 2022 roku
(1 — Genes 2020; 11:651. doi: 10.3390/genes11060651; 2 — Cells 2022; 11:715. doi:
10.3390/cells11040715), ktorych tematyka obejmuje wpltyw chemeryny na ekspresj¢ genéw
1 dhugich niekodujacych RNA oraz modyfikacje proceséw alternatywnego skltadania
transkryptow, a takze allelicznej specyficznosci ekspresji W komorkach lutealnych jajnika
$wini domowe;j (Sus scrofa domestica L.) w fazie srodkowolutealnej cyklu rujowego.

Szereg badan wskazuje na istnienie w organizmach ssakoéw systemu endokrynnego,
kontrolujacego jednocze$nie procesy metaboliczne oraz funkcjonowanie uktadu
rozrodczego. Zgodnie z doniesieniami z ostatnich lat, jednym z kluczowych elementoéw tego
systemu, wptywajacym takze na uktad immunologiczny, wydaje si¢ by¢ niedawno odkryty
hormon — chemeryna. Ze wzgledu na funkcje pelnione przez ten peptyd, zwigzane
z inicjowaniem lub wyciszaniem lokalnej reakcji zapalnej oraz chemotaksja wybranych grup
komorek odpornosciowych, zaliczany jest on do chemokin. Ponadto, ze wzgledu na
produkcje chemeryny gltownie przez adipocyty oraz jej udziat w regulacji procesow
metabolicznych, hormon ten zaliczany jest takze do grupy adipokin. Dostepne dane wskazuja
rowniez na udziat chemeryny w kontroli uktadu rozrodczego ssakow, m.in. hamujacy wptyw
na steroidogeneze jajnikowa. Stwierdzono takze obecno$¢ transkryptow oraz biatek
chemeryny i jej receptoréw w strukturach endokrynnej osi regulacyjnej podwzgorze—
przysadka—gonady (HPG) u ludzi, szczuréw, $win, bydta i owiec. Chemeryna oddziatuje na
komorki docelowe poprzez trzy receptory: CMKLR1, GPR1 oraz CCRL2. Dwa pierwsze,
poprzez sprzezenie z biatkami G, generujg odpowiedz komorki, m.in. w postaci transkrypcji

wybranych genow. Ostatni z receptoro6w nie powoduje transdukcji sygnatu, lecz odpowiada
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za lokalng agregacje czasteczek chemeryny i udostgpnianie ich pozostalym receptorom.
Fragmentaryczne informacje dotyczace aktywno$ci chemeryny w organizmach ssakow oraz
wspomniane wyzej obserwacje byly przestanka do przeprowadzenia badan opisanych
w rozprawie doktorskiej.

Postawiona w rozprawie hipoteza zaktadata wptyw chemeryny na profile ekspresji
genéw, dlugich niekodujacych RNA oraz przebieg proceséw alternatywnego sktadania
transkryptow i allelicznej specyficzno$ci ekspresji W komoérkach lutealnych jajnika $wini
domowej (S. scrofa domestica L.) w fazie srodkowolutealnej cyklu rujowego (10-12 dzien
cyklu, gdy aktywno$¢ wydzielnicza komorek jest najwyzsza). Do realizacji badan
zastosowano metode¢ wysokoprzepustowego sekwencjonowania transkryptomow (RNA-
Seq), ktora w potaczeniu z zaawansowanymi analizami in silico pozyskanych danych
umozliwita wglad w mechanizmy molekularne inicjowane przez badany hormon.

Badania przeprowadzono z wykorzystaniem komorek lutelanych hodowanych
w warunkach in vitro, pobranych od dojrzalych piciowo samic $wini domowej. RNA,
wyizolowane z komoérek hodowanych w obecnosci chemeryny oraz z prob kontrolnych,
poddano sekwencjonowaniu RNA-Seq, uzyskujac zestaw danych, ktore analizowano przy
uzyciu narzgdzi bioinformatycznych. W trakcie analiz zaobserwowano istotne zmiany
ekspresji 509 genow oraz 24 transkryptéw zakwalifikowanych jako dtugie niekodujace
RNA, a takze 137 przypadkéw modyfikacji procesu alternatywnego sktadania transkryptow
i 18 przypadkow zmiennosci allelicznej specyficznosci ekspresji. Na podstawie uzyskanych
wynikow przeprowadzono szczegOlowe analizy funkcjonalne, ktorych efektem bylo
przypisanie genoéw (powigzanych ze wspomnianymi procesami transkryptomicznymi) do
takich procesow wewnatrzkomorkowych, jak: interakcje cytokin z receptorami cytokin,
apoptoza, metabolizm kwasu arachidonowego oraz $ciezki transdukcji sygnatow chemokin,
TNF, MAPK i in.. Bazujac na pozyskanych danych funkcjonalnych sporzadzono doktadne
mapy prezentujace ujednolicony wplyw chemeryny na szlaki sygnatowe oraz metaboliczne
w komorkach lutealnych $wini domowej. Wyniki uzyskane metodami in silico walidowano
na bazie materialu uzytego do RNA-Seq, z zastosowaniem ilo$ciowej reakcji tancuchowej
polimerazy w czasie rzeczywistym (qPCR).

Uzyskane wyniki poszerzyly wiedz¢ dotyczacg wplywu chemeryny na proces
transkrypcji oraz towarzyszace mechanizmy molekularne w komorkach lutealnych.
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Zaobserwowane zmiany transkryptomiczne moga prowadzi¢ do aktywacji szlakow
transdukcji  sygnatbw MAPK oraz JAK/STAT, indukcji zarowno mechanizmow
pro-apoptycznych i pro-przezyciowych w komorkach lutealnych. Ponadto chemeryna,
poprzez modyfikacje¢ transkryptomu komorek lutealnych, moze kontrolowac
funkcjonowanie ciatka zottego za posrednictwem regulacji proceséw steroidogenezy
I angiogenezy oraz produkcji i wydzielania czynnikow prozapalnych oraz prostaglandyn.
Przeprowadzone badania sugeruja, ze chemeryna jest hormonem fgczacym regulacje

homeostazy energetycznej i uktadu rozrodczego w organizmach ssakow.

Praca finansowana przez Narodowe Centrum Nauki w ramach projektu badawczego: 2015/17/B/NZ9/03595



SUMMARY

THE INFLUENCE OF CHEMERIN ON THE TRANSCRIPTOME OF OVARIAN
LUTEAL CELLS OF THE DOMESTIC PIG (SUS SCROFA DOMESTICA L.)

Karol G. Makowczenko, M.Sc.

Doctoral thesis was carried out at the Department of Animal Anatomy and Physiology, Faculty of Biology and
Biotechnology, University of Warmia and Mazury in Olsztyn under the guidance of prof. dr hab. Tadeusz

Kaminski (supervisor) and Jan Pawel Jastrzebski, PhD (ancillary supervisor).

The doctoral thesis comprises two papers published in 2020 and 2022 (1 — Genes
2020; 11:651. doi: 10.3390/genes11060651; 2 — Cells 2022; 11:715. doi:
10.3390/cells11040715), focused on the influence of chemerin on genes and long non-coding
RNAs expression and modifications of alternative splicing and allel-specific expression
processes in ovarian luteal cells of the domestic pig (Sus scrofa domestica L.) during the mid-
luteal phase of the estrous cycle.

Many studies indicate the existence of an endocrine system that simultaneously
controls metabolic processes and the functioning of the reproductive system in mammalian
organisms. According to recently published reports, one of the key elements of this system,
which also interacts with the immune system, seems to be a lately discovered hormone —
chemerin. Due to the functions performed by this peptide, related to the initiation or silencing
of the local inflammatory response and chemotaxis of selected immune cell groups, it is
categorized as a chemokine. In addition, due to the chemerin's production mainly by
adipocytes and its involvement in the regulation of metabolic processes, this hormone is also
included in the adipokine group. Available data indicate that chemerin is also involved in the
control of the mammalian reproductive system, including an inhibitory effect on the ovarian
steroidogenesis. Transcripts and proteins of chemerin and its receptors have also been found
in structures of the endocrine regulatory hypothalamic-pituitary-gonadal axis (HPG) in
humans, rats, pigs, cattle and sheep. Chemerin interacts with target cells through three
receptors: CMKLR1, GPR1 and CCRL2. The first two, by binding to G proteins, generate
a cellular response, including transcription of selected genes. The last receptor does not cause

signal transduction, but it is responsible for the local aggregation of chemerin molecules and
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sharing them with other receptors. Fragmentary information on the activity of chemerin in
mammalian organisms and the aforementioned observations were the premis for the research
described in the doctoral thesis.

The hypothesis formulated in this dissertation assumed, that chemerin influences
expression profiles of genes and long non-coding RNAs, and modifies the alternative splicing
and allel-specific expression processes in the ovarian luteal cells of the domestic pig
(S. scrofa domestica L.) during the mid-luteal phase of the estrous cycle (days 10-12 of the
cycle, when the secretory activity of the cells is the highest). High-throughput transcriptome
sequencing (RNA-Seq) methods were used to conduct the study, which, combined with
advanced in silico analyses of the acquired data, provided detailed insight into the molecular
mechanisms initiated by the studied hormone.

The research was conducted using in vitro cultured luteal cells obtained from
sexually mature female domestic pigs. RNA, isolated from cells treated with chemerin and
from control samples, was subjected to RNA-Seq sequencing, generating a bioinformatically
processed data set. During the analyses, significant changes in the expression of 509 genes
and 24 transcripts classified as long non-coding RNAs were observed, as well as 137 cases
of modifications in the alternative splicing process and 18 cases of allel-specific expression
variation. Based on the results, detailed functional analyses were performed, resulting in the
assignment of genes (affected by the observed transcriptomic phenomena) to such
intracellular processes as cytokine interactions with cytokine receptors, apoptosis,
arachidonic acid metabolism and signal transduction pathways of chemokines, TNF, MAPK
and others. Based on the acquired functional data, detailed maps showing the unified effects
of chemokine on signaling and metabolic pathways in domestic pig luteal cells were
prepared. The results obtained by in silico methods were validated on the basis of the material
used for RNA-Seq, using quantitative real-time polymerase chain reaction (QPCR).

The obtained results expanded the knowledge of the chemerin effect on the
transcription process and accompanying molecular mechanisms in luteal cells. The observed
transcriptomic changes may lead to activation of MAPK and JAK/STAT signal transduction
pathways, and stimulation of both pro-apoptotic and pro-survival mechanisms in luteal cells.
In addition, chemerin, by modifying the luteal cells' transcriptome, may control the corpus

luteum functions through the regulation of steroidogenesis and angiogenesis, as well as the
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production and secretion of pro-inflammatory factors and prostaglandins. The conducted
studies suggest that chemerin is the hormone linking the regulation of energy homeostasis

and the reproductive system in mammalian organisms.

This research was supported by National Science Centre (Project no.: 2015/17/B/NZ9/03595)



1. SPIS PUBLIKACJI SKLADAJACYCH SIE NA ROZPRAWE
DOKTORSKA

Rozprawa doktorska sktada si¢ z dwoch prac opublikowanych w 2020 i 2022 roku,
ktorych tematyka obejmuje wplyw chemeryny na profile ekspresji genéw oraz na
mechanizmy towarzyszace transkrypcji, tj. zmiany ekspresji dtugich nickodujgcych RNA
I ich interakcje z genami 0 znaczaco zmodyfikowanej ekspresji, a takze zmienno$¢ procesow
alternatywnego sktadania transkryptéw oraz allelicznej specyficznosci ekspresji zwigzanej
z frekwencjg wariantow pojedynczych nukleotydow, w komorkach lutealnych jajnika $wini

domowej (Sus scrofa domestica L.) w fazie srodkowolutealnej cyklu rujowego:

Publikacja 1: MAKOWCZENKO K.G., JASTRZEBSKI J.P., SzESzKO K., SMOLINSKA N.,
Paukszto L., DOBRZYN K., KIEZUN M., RYTELEWSKA E., KAMINSKA B., KAMINSKI T. 2020
Transcription analysis of the chemerin impact on gene expression profile in the luteal cells
of gilts. Genes, 11:651. doi: 10.3390/genes11060651

(IF = 3,759; piecioletni IF? = 3,822; pkt.® = 100)

Publikacja 2: MAKOWCZENKO K.G., JASTRZEBSKI J.P., PAUKSZTO L., DOBRZYN K., KIEZUN
M., SMOLINSKA N., KAMINSKI T. 2022 Chemerin impact on alternative mRNA transcription
in the porcine luteal cells. Cells, 11:715. doi: 10.3390/cells11040715

(IF* = 7,666; pigcioletni IF? = 7,677; pkt.® = 140)

Razem:
Sumaryczny IF: 11,425
Sumaryczny piecioletni IF: 11,499
Liczba punktow MNiSW: 240 pkt.

HF — wskaznik Impact Factor czasopism z roku wydania wg bazy Web of Science
Zpiecioletni IF — pigcioletni wskaznik Impact Factor czasopism wg bazy Web of Science
SLiczba punktéw wg Komunikatu Ministra Edukacji i Nauki w sprawie wykazu czasopism naukowych

i recenzowanych materiatéw z konferencji miedzynarodowych z dnia 21 grudnia 2021 roku.



2. WSTEP

Chemeryne, jako substancje ulegajaca zwickszonej produkcji pod wpltywem
syntetycznej pochodnej kwasu retinowego — tazarotenu, odkryto ¢wier¢ wieku temu
w trakcie badan nad patogeneza tuszczycy (NAGPAL i in. 1997). Hormon ten powigzano
z ekspresjg TIG2 (ang. tazarotene-induced gene 2), z czasem przemianowanego na RARRES?2
(ang. retinoic acid receptor responder protein 2). Sekwencj¢ biatkowa produktu tego genu
zidentyfikowaly dwa niezalezne zespoty badawcze w 2003 roku (MEDER i in. 2003;
WITTAMER i in. 2003).

Chemeryna, nazwana tak przez Valerie Wittamer, syntetyzowana jest przez
komorki ssakow w formie nieaktywnych czgsteczek pre-prochemeryny o dlugosci 163
aminokwasow i masie molekularnej 18,62 kDa (KENNEDY i DAVENPORT 2018). Dwadziescia
aminokwasow od strony konca aminowego tworzy peptyd sygnalny. Ten hydrofobowy
fragment wycinany jest w trakcie wydzielania makromolekut do krwioobiegu,
ktore w dalszym ciggu tworza niecaktywna forme¢ propeptydu (16,53 kDa). Skomplikowany
I czesto wieloetapowy mechanizm aktywacji biatka wymaga poddania konca
karboksylowego reakcjom hydrolizy przez endogenne proteinazy serynowe i/lub cysteinowe
(ERNST i SINAL 2010). W =zaleznosci od lokalnie przewazajacej klasy enzymow,
przeprowadzajacych selektywna proteoliz¢ roznych wigzan migdzy aminokwasami C-konca
peptydu (wynikajacej z mikrosrodowiska tkanki), generowane moga by¢ rozne izoformy
chemeryny o zréznicowanej aktywnosci biologicznej (Du i LEUNG 2009). Izoforma powstata
w wyniku oddzielenia 6 ostatnich aminokwasow — chemeryna-157 (15,88 kDa),
charakteryzuje si¢ najwigksza obserwowang bioaktywnoscig (okoto 100-krotnie wyzsza od
prochemeryny) (BoNDUE i in. 2011; Du i in. 2009). Dalsze wieloetapowe procesy hydrolizy
konca karboksylowego, powodujace skracanie tancucha biatkowego, prowadzg do
inaktywacji hormonu — izoformy chemeryny-154 i -152 uznaje si¢ za relatywnie nieaktywne
(DU i LEUNG, 2009; ROURKE i in. 2013; ZABEL i in. 2005). Mimo braku dostepnych danych
krystalograficznych dotyczacych struktury przestrzennej czasteczek omawianego hormonu,
przewidywania in silico przeprowadzone metodg rozpoznawania zwojow (ang. fold

recognition) wskazaty na bliskie podobienstwo czgsteczek chemeryny do rodzin katelicydyn



(biatek antybakteryjnych), kininogenow (kofaktorow procesow krzepnigcia i kaskady
zapalnej) oraz cystatyn (inhibitrow peptydaz cystynowych) (LEI i in. 2019; ZABEL i in. 2014).

Dotychczas w organizmach ssakow zidentyfikowano trzy transblonowe receptory
metabotropowe zdolne do wigzania czgsteczek chemeryny: CMKLR1 (ang. chemerin
chemokine-like receptor 1), GPR1 (ang. G protein-coupled receptor 1) oraz CCRL2 (ang.
C—C motif chemokine receptor like 2) (KENNEDY i DAVENPORT 2018). Dwa pierwsze z nich
wigza N-koniec czasteczek chemeryny, a poprzez tworzenie wigzan z biatkami G powoduja
transdukcje sygnatu za posrednictwem szlakow PI3K/Akt i MAPK-ERK1/2 (CMKLR1) lub
AMPK (CMKLRL1 i GPR1) (DE HENAU i in. 2016; KENNEDY i DAVENPORT 2018; MATTERN
I in. 2014). Ostatni z wymienionych receptorow — CCRL2 nazywany jest ,,receptorem
atypowym”, ze wzgledu na wigzanie C-konca czasteczek chemeryny ze znacznie nizszym
powinowactwem wzgledem pozostaltych biatek receptorowych oraz brak indukcji
wewnatrzkomorkowych kaskad sygnalowych. Zidentyfikowano natomiast udziat czasteczek
CCRL2 w lokalnej agregacji chemeryny oraz ekspozycji tego biatka dwom pozostatym
receptorom (MONNIER i in. 2012; ZABEL i in. 2008).

W 2007 roku zaklasyfikowano chemeryne do grupy adipokin ze wzgledu na
wytwarzanie przez tkanke tluszczowsg oraz udowodnione funkcje metaboliczne, tj. regulacje
adipogenezy oraz metabolizmu biatej tkanki tluszczowej i zwigkszanie wychwytu glukozy
(GORALSKI i in. 2007; MATTERN i in. 2014). Ponadto, z uwagi na przejawianie aktywnos$ci
zwigzanych z procesami odpornosciowymi, takimi jak tkankowo-specyficzne wlasciwos$ci
pro- lub przeciwzapalne, wtasciwosci bakteriostatyczne oraz wywotywanie chemotaksji
makrofagéw, komorek dendrytycznych i komoérek NK (ang. natural killer), chemeryng
przypisano rowniez do grupy cytokin chemotaktycznych (in. chemokin) (MATTERN i in.
2014; PAROLINI i in. 2007; WITTAMER i in. 2003). Szczegoblnie ciekawg | wartg podkreslenia
obserwacjg jest wzrost koncentracji chemeryny oraz jej aktywacji proteolitycznej
w regionach tkanki objetych reakcjg zapalng, w sposOb niezwigzany ze stg¢zeniem tej
cytokiny w surowicy (PAROLINI i in. 2007; ROURKE i in. 2013; WITTAMER i in. 2003; ZABEL
I in. 2005).

W 2012 roku zauwazono bezposredni wplyw chemeryny na funkcjonowanie
uktadow rozrodczych ssakow, szczegélnie ludzi oraz czolowych laboratoryjnych

organizméw modelowych — myszy i szczuréw. Poczatkowo skupiono si¢ na wplywie
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omawianej adipokiny na steroidogeneze w komorkach ziarnistych budujacych S$ciany
pecherzykow jajnikowych (REVERCHON i in. 2012; WANG i in. 2012, 2013Db), a takze na roli
chemeryny w cigzy (BARKER i in. 2012; GARCES i in. 2012). Z czasem badania rozszerzono
na pozostate struktury osi regulacyjnej podwzgorze—przysadka—gonady (ang. hypothalamus—
pituitary—gonadal axis, HPG) oraz uktady rozrodcze innych, istotnych dla gospodarki,
zwierzat, tj. bydta, trzody chlewnej, koz i owiec, w réznych fazach cyklu rujowego oraz na
wczesnych etapach cigzy (KUROWSKA i in. 2018, 2021; REVERCHON i in. 2014a, 2014b).
U dojrzatych ptciowo loszek obecnos¢ elementdéw systemu chemerynowego (Chemeryny i jej
receptoréw) wykryto w wybranych jadrach podwzgorza (SMOLINSKA i in. 2019), przednim
i tylnym placie przysadki (KISIELEWSKA i in. 2020a, 2020b), strukturach budujacych jajnik,
takich jak pecherzyki jajnikowe oraz ciatka zotte (RYTELEWSKA i in. 2020) oraz w macicy
(GUDELSKA i in. 2020). Niestety, mimo szeroko zakrojonych badan ttumaczacych wptyw
chemeryny na ekspresje pojedynczych genow lub produkcje waskiej gamy metabolitow,
w dalszym ciggu brakuje eksperymentoéw prezentujacych petny obraz efektow oddziatywania
chemeryny na transkryptom, proteom i metabolom, umozliwiajacych szczegotowe
wnioskowanie dotyczace uruchamianych i/lub wytaczanych mechanizméw molekularnych
zachodzacych w grupach komorek, tkankach oraz catych narzadach ssakow.

Uzupetniajagc wspomniane luki w wiedzy na temat wplywu chemeryny na
funkcjonowanie uktadu rozrodczego ssakow, w przeprowadzonych badaniach sktadajacych
si¢ na niniejszg rozprawe doktorskg postuzono si¢ metoda wysokoprzepustowego
sekwencjonowania transkryptomow nastepnej generacji (RNA-Seq). Metoda ta, dostarczajac
informacji jakosciowych — dotyczacych budowy poszczegdlnych czasteczek RNA oraz
ilosciowych — zwigzanych z liczbami wykrytych kopii konkretnych transkryptow, umozliwia
doktadne zobrazowanie profili tanskryptomicznych badanych komorek/tkanek w postaci
kolejnych bibliotek poddanych sekwencjonowaniu. Standardowym 1 najczesciej
przeprowadzanym pomiarem poréwnawczym dla danych RNA-Seq jest analiza rdznic
ekspresji genéw lub transkryptow. Polega ona na pordéwnaniu usrednionych wartosci
ekspresji (z powtorzen biologicznych), oszacowanych dla genoéw lub pojedynczych
transkryptow, migdzy badanymi grupami. Na podstawie danych dotyczacych genow
0 zroznicowanej ekspresji (ang. differentially expressed genes, DEG), $ledzi si¢ zmiany

zachodzgce w transkryptomie. Nastepnie na podstawie zmian w kodujacych sekwencjach
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DNA (ang. coding DNA sequence, CDS) przewiduje si¢ zmiany W proteomie badanych
komorek lub tkanek, a w dalszej kolejno$ci wysnuwa si¢ prognozy dotyczace modyfikacji
funkcjonowania wyzszych struktur organizacyjnych organizmu (narzadow, ukladéw
wielonarzgdowych). Nalezy odnotowac, ze na podstawie prac SCHWANHAUSSERA i in. (2011)
oraz DE SOUSA ABREU i in. (2009), obecnie czgsto powtarzana jest informacja, iz roznice
w poziomach ekspresji genow wptywaja tylko w ok. 40 procentach na koncentracj¢ biatek
wytwarzanych w komorkach ssakow (wspotczynnik determinacji R? miedzy zawartoécia
matrycowego RNA — mRNA i biatka wynosi 0,41). Jednakze, uwzgledniajagc wprowadzone
z czasem korekty przytoczonych badan, zmiany koncentracji mRNA wyjasniaja w 68-84%
réznice w zawartosci biatek w komorkach, dajac znacznie wyzszy wskaznik predykcyjny
badan transkryptomowych (BATTLE i in. 2015; JOVANOVIC i in. 2015; L1 i in. 2014b). Warto
zaznaczy¢, ze oprocz analizy roéznic ekspresji genow, rownie istotne jest uwzglednienie
zjawisk towarzyszacych modyfikacjom transkrypcyjnym i posttranskrypcyjnym. Takie
podejscie skutkuje bardziej kompletnym obrazem zlozonych proceséw zachodzacych
w komorkach, a w szerszej perspektywie — petniejszym opisem molekularnych procesow
fizjologicznych zachodzacych w tkankach 1 narzadach.

Dhugie niekodujace RNA (IncRNA) stanowig najliczniejsza grupe transkryptow
w komorkach ssakéw (KORNIENKO i in. 2013). Definiuje si¢ je jako czgsteczki RNA
pozbawione potencjatu do kodowania biatek, dtuzsze niz 200 nukleotydow (nt) i posiadajace
struktur¢ egzonowo-intronowa. Zgodnie z coraz wigksza liczbg doniesien, INCRNA s3
istotnymi regulatorami ekspresji genow, tzn. poprzez kontrole procesu transkrypcji wptywaja
na stabilnos¢ MRNA oraz przebieg translacji i obrobki posttranslacyjnej biatek (YAO i in.
2019). Uogolniajac, wptyw czasteczek IncRNA na kontrolg transkrypcji moze mie¢ charakter
cis-interakcji, gdy regulacja zachodzi w obrgbie jednego chromosomu w odleglosci
umozliwiajacej wptyw na ekspresje, lub trans-interakcji, gdy gen docelowy znajduje si¢ na
innym chromosomie lub w znacznym oddaleniu na tym samym chromosomie (ALESSIO i in.
2020). Dhugie nickodujace RNA moga wptywaé na ekspresje genow docelowych zaréwno
bezposrednio, poprzez wigzanie Sekwencji potozonej na komplementarnej nici DNA,
jak i w sposob posredni, m.in. poprzez oddziatywanie z drugim chromosomem z pary lub
wplywajac na ekspresj¢ polimeraz RNA (KORNIENKO i in. 2013). Ponadto IncRNA moga

zmienia¢ aktywno$¢ biatek poprzez wigzanie ich specyficznych domen (SuN i in. 2013) oraz
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petnig funkcje pomocnicze w organizacji kompleksow biatkowych oraz nukleoproteinowych
(RAO 2017). Dlugie niekodujace RNA czgsto wykazuja ekspresje specyficzng dla konkretnej
tkanki lub komorki (FRASER i in. 2020). Zauwazalny jest wzrost liczby doniesien
dotyczacych udziatu INCRNA w regulacji funkcji rozrodczych ssakéw (LU i in. 2018;
TAYLOR i in. 2015), w tym ich zaangazowanie w prawidlowe funkcjonowanie ciatka zottego
(NAKAGAWA i in. 2014). W opisanych ponizej badaniach wykorzystano analizy identyfikacji
oraz selekcji INCRNA o zroznicowanej ekspresji (ang. differentially expressed INCcRNA, DEL)
pod wptywem chemeryny. Wykonano takze analize¢ cis-interakcji z DEG, na podstawie ko-
lokalizacji w genomie oraz trans-interakcji, uwzgledniajac korelacje ekspresji
1 podobienstwo struktur przestrzennych mi¢dzy czasteczkami IncRNA a mRNA/biatkami.
Alternatywne sktadanie transkryptéw (in. alternatywny splicing) jest mechanizmem
polegajacym na wytwarzaniu wielu wariantow transkryptow na podstawie pojedynczego
wzorca w postaci genu (EARLY i in. 1980; SALDI i in. 2016). Zjawisko to, wykorzystujac
proces wycinania intronow w trakcie dojrzewania prekursorowego mRNA, powoduje
modyfikacj¢ struktury egzonowo-intronowej dojrzatych transkryptoéw, m.in. poprzez
pomijanie wybranych egzonéw, zmiang dtugosci egzondow lub zatrzymanie sekwencji
intronowych w mRNA — sg to miejsca alternatywnego splicingu. Alternatywne sktadanie
matryc, bezposrednio kodujacych biatka, przyczynia si¢ do zwigkszenia réznorodnosci
proteomu, bez zwigkszania rozmiaru genomu organizmoéw eukariotycznych (NOBLE i in.
2020). Warto zaznaczy¢, ze wynikiem opisanego procesu moze by¢ polimorfizm biatek
kodowanych przez jeden gen, ktore w konsekwencji posiadania zr6znicowanych domen,
moga pehni¢ rézne funkcje biologiczne (THATCHER i in. 2014). Warianty mRNA powstate
w wyniku alternatywnego splicingu moga zawiera¢ kodony STOP przedwczes$nie konczace
transkrypcje biatka. Produkty transkryptow zawierajacych taki nonsensowny kodon moga
by¢ dysfunkcyjne, skutkujac skierowaniem nieprawidtowych makromolekut do degradacji.
Mechanizm ten stuzy do kontrolowania ilo$ci produktow biatkowych danego genu bez
zmiany jego ekspresji w komorkach ssakow (SCHWEINGRUBER i in. 2013). Niektore powstate
w ten sposob biatka o skroconym tancuchu aminokwasowym moga bezposrednio blokowac
aktywnosc¢ biatek o pelnej dtugosci, dzigki zachowaniu domen zdolnych do oddziatywania
z kompleksami biatkowymi lub substratami (STAUDT i WENKEL 2011). Co szczegélnie

istotne, ekspresja wariantoOw transkryptow ulegajacych alternatywnemu sktadaniu jest czesto
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specyficzna dla konkretnych tkanek (WANG i in. 2008). W ciatkach zo6ttych zaobserwowano
przypadki alternatywnego splicingu w obregbie genow, ktorych produkty sa zaangazowane
w luteolizg, matczyne rozpoznawanie cigzy oraz wzrost i regresj¢ naczyn krwionosnych
(MADHRA i in. 2004; RIBEIRO i in. 2007). Ponizej opisane badania komorek lutealnych $wini
domowej objety identyfikacj¢ przypadkow alternatywnego sktadnia transkryptow,
wykazujacych roznice frekwencji (ang. differential alternative splicing events, DAS) pod
wplywem chemeryny, z zamiarem wykrycia zmian w obrebie transkryptomu niewidocznych
podczas eksperymentéw bazujacych na modyfikacji ekspresji genow/transkryptow.
Zdecydowana wigkszo$¢ gendw wykazuje jednakowsa ekspresje obu alleli, jednak
ekspresja niektérych genow moze by¢ modyfikowana w sposob zalezny od macierzystych
alleli. Pod wptywem czynnikoéw regulacyjnych, takich jak metylacja DNA, modyfikacje
biatek histonowych przytaczonych do DNA oraz aktywnosci niekodujacych czasteczek
RNA, produkcja biatka kodowanego przez jeden z alleli tego samego genu moze by¢
promowana u heterozygot (GAUR i in. 2013). Zjawisko to jest istotnym genetycznym
procesem prowadzacym do zwigkszonego zr6znicowania fenotypowego, wywotanego m.in.
zmiennymi warunkami $rodowiskowymi (KHANSEFID i in. 2018). Przyktadem moze by¢
wzrost angiogenezy w organizmach ludzi spowodowany wystepowaniem specyficznych
polimorfizmow pojedynczych nukleotydoéw, bezposrednio zwigzanych ze stezeniem
chemeryny w osoczu (BozAaoGLU i in. 2010). Obserwacja ta doprowadzita do wniosku,
ze chemeryna moze by¢ zdolna do promowania ekspresji jednego z dwoch alleli dostepnych
w DNA komorek. W ponizej przedstawionym eksperymencie zastosowano procedurg
umozliwiajacg wykrycie przypadkoéw allelicznej specyficznosci ekspresji (ang. allele-
specific expression, ASE) posrod wariantéw pojedynczych nukleotydow (ang. single

nucleotide variants, SNV) wykazujacych dysproporcje frekwencji w obr¢bie DEG.
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3. CEL I ZAKRES BADAN

Celem niniejszej pracy byla szczegdtowa analiza wptywu chemeryny na profil
strukturalny oraz ekspresyjny transkryptomu komorek lutealnych §wini domowej (Sus scrofa
domestica L.) w trakcie fazy s$rodkowolutealnej cyklu rujowego. Przestanka do
przeprowadzenia ponizszych badan byl jak dotad niepoznany wpltyw wspomnianego
hormonu na ekspresje genow oraz towarzyszgce mechanizmy molekularne w tych
komorkach. Dotychczas przeprowadzone eksperymenty dostarczyly fragmentarycznych
informacji dotyczacych wptywu chemeryny na ekspresje jedynie pojedynczych genow lub
wydzielanie wybranych substancji przez komorki lutealne $wini. Do tej pory brakowato
badan szczegdtowo analizujacych dziatanie chemeryny na procesy towarzyszace ekspresji
i dojrzewaniu makromolekut budujacych transkryptom komorek lutealnych. Hipotezy
badawcze pracy zakladaly, ze chemeryna w fizjologicznych stezeniach (1) wplywa na
globalng ekspresj¢ genoéw, (2) jest odpowiedzialna za modyfikacje ekspresji dlugich
niekodujacych RNA oraz ich interakcje z produktami genéw kodujacych biatka, (3) reguluje
proces allelicznej specyficznosci ekspresji oraz (4) moduluje procesy posttranskrypcyjne,
takie jak alternatywne sktadanie transkryptow. Postawione hipotezy zweryfikowano stosujac
metody wysokoprzepustowego sekwencjonowania transkryptomow hodowanych in vitro
komorek lutealnych $wini domowej, bedacych w §rodkowolutealnej fazie cyklu rujowego
(dzien 10-12). Wyniki analiz in silico zweryfikowano poprzez pomiar przyrostu ilosci
produktu reakcji tancuchowej polimerazy w czasie rzeczywistym, z wykorzystaniem RNA

uzytego do sekwencjonowania.
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4. MATERIALY I METODY

4.1. Zwierzeta doswiadczalne i material badawczy

Eksperyment przeprowadzono z wykorzystaniem materiatu biologicznego
pozyskanego z pigciu dojrzatych samic §wini domowe;j (S. scrofa domestica L.), mieszancow
towarowych. Zwierzeta w wieku 7—8 miesiecy i o wadze 120130 kg pochodzity z prywatnej
farmy hodowlanej. W doswiadczeniu wykorzystano samice bgdgce w okresie najwyzszej
aktywnosci sekrecyjnej ciatka zottego w trakcie cyklu rujowego — fazie srodkowolutealnej
(10-12 dzien cyklu). Dzien, w ktérym wystapity pierwsze objawy rui, oznaczono jako ,,dzien
0” cyklu rujowego. Dodatkowo sprawdzono morfologi¢ jajnikow w celu potwierdzenia fazy
cyklu (AKINS i MORRISSETTE 1968).

Material badawczy zostal zebrany od zwierzat przeznaczonych do uboju
gospodarczego i przetwoOrstwa migsa. Jajniki pobrano natychmiast po uboju zwierzat,
a nastgpnie umieszczono w sterylnym i schtodzonym do 4 °C roztworze PBS (buforowanej
fosforanem soli fizjologicznej), uzupetnionym antybiotykami: 100 IU/ml penicyliny (Sigma-
Aldrich, St. Louis, Missouri, USA) i 100 pg/ml streptomycyny (Sigma-Aldrich, St. Louis,
Missouri, USA). Material badawczy niezwlocznie przetransportowano do laboratorium
w celu izolacji komoérek oraz zatozenia hodowli in vitro.

Pobor materialu  zwierzgcego oraz  kolejne  eksperymenty  badawcze
przeprowadzono zgodnie z wytycznymi zaktualizowanej ustawy z dnia 15 stycznia 2015
roku o ochronie zwierzat wykorzystywanych do celow naukowych lub edukacyjnych (Dz.U.
z 2021 r., poz. 1331 oraz z 2022 r., poz. 1117), ktora wdraza dyrektywe Parlamentu
Europejskiego 1 Rady 2010/63/UE z dnia 22 wrze$nia 2010 r. w sprawie ochrony zwierzat
wykorzystywanych do celéw naukowych (Dz. Urz. UE L 276 z 20.10.2010, str. 33).

4.2. 1zolacja i hodowle in vitro komérek lutealnych jajnika

Komoérki lutealne wyizolowano z pobranych narzgdow z zastosowaniem procedury
zaproponowanej przez KAMINSKIEGO i in. (1999). Wypreparowane z jajnikow cialtka zotte
rozdrobniono na fragmenty wielkosci 1-2 mm i przeniesiono do ptynnej pozywki

hodowlanej F-12 (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA), zawierajacej 1 procentowy
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dodatek albuminy surowicy bydlecej (BSA; MP Biomedicals, Irvine, Kalifornia, USA), 50
pg/ml gentamycyny (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA) oraz 240 U/ml nystatyny
(Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA). Fragmenty ciatka zottego poddano 4-6-
krotnemu enzymatycznemu trawieniu w 0,125 procentowym roztworze trypsyny (Biomed
Lublin, Polska), w temperaturze 38 °C, do catkowitego strawienia tkanki. Zawiesing
wyizolowanych komorek przenoszono do sterylnych proboéwek, wirowano przez 10 minut
przy 300 x g w temperaturze 21 °C oraz trzykrotnie przemywano medium F-12.
Wyizolowane komorki lutealne odfiltrowano od pozostatosci trypsynizowanej tkanki
z uzyciem filtra nylonowego o $rednicy poréw 75 pum, a nastepnie ponownie zawieszono
w $wiezej pozywce F-12. Liczbe uzyskanych komorek oszacowano z pomoca komory
Biirkera, a ich zywotno$¢, na poziomie ~90%, okre§lono z wykorzystaniem 0,4
procentowego roztworu biekitu trypanu (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). Komorki
lutealne zawieszono w ilosci 2 x 10%2 ml pozywki F-12 wzbogaconej 0 20% ptodowe;j
surowicy bydlecej (FCS; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), 1% BSA oraz antybiotyki
1 nastepnie przez 48 godzin preinkubowano w 6-studzienkowych ptytkach hodowlanych
w inkubatorze, w atmosferze 95% powietrza i 5% CO, oraz temperaturze 37 °C.
Po zakonczeniu tego etapu podloze zawierajace FCS zostalo usuniete, a komorki lutealne
przeptukano medium F-12 bez surowicy. Komorki inkubowano w tych samych warunkach
przez kolejne 24 godziny w pozywce F-12 z 1% BSA, antybiotykami oraz z dodatkiem
rekombinowanej ludzkiej chemeryny (RayBiotech, Peachtree Corners, Georgia, USA)
w stezeniu 200 ng/ml (n = 5). Grupg kontrolng stanowita hodowla bez dodatku chemeryny
(n=5).

W trakcie badan zastosowano ludzka rekombinowang chemeryng ze wzgledu na
niedostepnos¢ na rynku homologa pochodzacego od $wini domowej. Zgodnie z badaniami
Du i LEUNG (2009) czasteczki chemeryny ludzi i $win wykazuja identyczno$¢ sekwencji
rzedu 84%. Ponadto LUANGSAY i in. (2009) wykazali, iz fragment C-konca dojrzatej
chemeryny (YFPGQFAFS) jest wysoce konserwatywny u wszystkich gatunkow ssakow i ma
istotne znaczenie dla aktywnosci biologicznej tego biatka. Zgodnie z doniesieniem
RYTELEWSKIEJ 1 in. (2021) poziom identyczno$ci wspomnianego fragmentu chemeryny
wynosi 89%, a interakcja czgsteczek chemeryny pochodzacych od réznych gatunkow ssakow

Z jej receptorami pozostaje zachowana. Stgzenie chemeryny w hodowlach in vitro dobrano
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na podstawie jej koncentracji w osoczu krwi kobiet (BozAaoGLuU i in. 2010) oraz loszek
(SMOLINSKA i in. 2019).

4.3. 1zolacja RNA oraz wysokoprzepustowe sekwencjonowanie transkryptomu

Catkowite RNA wyizolowano z hodowanych in vitro komoérek lutealnych,
poddanych dziataniu chemeryny oraz tworzacych grupe kontrolng, z uzyciem zestawu
RNeasy Mini Kit (Qiagen, Germantown, Maryland, USA), zgodnie z procedurg producenta.
Pozostatoéci DNA usuni¢to stosujagc DNaze | zawartg w zestawie RNase-free DNase Set
(Qiagen, Germantown, Maryland, USA). Metodg spektrofotometryczng zmierzono
koncentracje (dtugo$¢ fali 260 nm, A2eo) i stopien czystosci (Azeo/Azso) Wyizolowanego RNA
przy uzyciu czytnika Infinite M200 Pro (Tecan, Médnnedorf, Szwajcaria). Integralno§¢ RNA
zbadano za pomoca aparatu Bioanalyzer 2100 (Agilent Technology, St. Clara, Kalifornia,
USA). Wspotczynnik integralnosci RNA (RIN) w przedziale 8-10 kwalifikowat
wyizolowane RNA do dalszych etapow eksperymentu, czyli sekwencjonowania
powigzanego z analizami bioinformatycznymi oraz walidacji uzyskanych in silico wynikéw
za pomocg pomiaru przyrostu ilosci produktu reakcji tancuchowej polimerazy w czasie
rzeczywistym (qPCR).

Po wezesniejszym oczyszczeniu i fragmentacji czasteczek, osobno dla kazdej proby
RNA, zsyntetyzowano biblioteki komplementarnego DNA (cDNA) z uzyciem zestawu
TruSeq RNA Sample Prep Kit (Illumina, San Diego, Kalifornia, USA). Utworzone biblioteki
cDNA przechowywano w temperaturze —80 °C. Na podstawie zamplifikowanych matryc
cDNA przeprowadzono proces sekwencjonowania RNA-Seq z zastosowaniem platformy
NovaSeq 6000 (Illumina, San Diego, Kalifornia, USA). Zakladana minimalna gltebokos¢
sekwencjonowania wyniosta 100 milionow odczytow na probe. W efekcie uzyskano
fragmenty sekwencji transkryptow — odczyty o sparowanych koncach (ang. paired-end
reads) i dtugosci 2 x 150 nt.

4.4. Analizy in silico

Analizy bioinformatyczne wymagajace wigkszej mocy obliczeniowej wykonywano
na serwerze, posiadajacym 40 rdzeni obliczeniowych, 120 GB pamigci RAM oraz macierz

dyskowa o pojemnosci 70 TB. Serwer zostal udostepniony przez Regionalne Centrum
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Informatyczne (nalezace do Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie). Graficzne
zestawienie kolejnych etapow przeprowadzonych analiz bioinformatycznych przedstawiono
na Rycinach 1 zawartych w obu publikacjach.

Pliki zawierajgce surowe odczyty uzyskane w wyniku sekwencjonowania
zdeponowano w Europejskim Archiwum Nukleotydow (ang. European Nucleotide Archive,
ENA) pod numerem akcesyjnym PRJEB35892 (https://www.ebi.ac.uk/ena/browser/view/

PRJEB35892; dostep: 14 czerwca 2022 r.). Szczegdtowe procedury eksperymentu oraz dane
dotyczace roznic ekspresji gendéw 1 transkryptow, uzyskane dla wszystkich prob
uwzglednionych w badaniu, udostgpniono w bazie danych ArrayExpress pod numerem
akcesyjnym E-MTAB-11434 (https://www.ebi.ac.uk/arrayexpress/experiments/E-MTAB-
11434/, dostep: 14 czerwca 2022 r.).

4.4.1. Kontrola jakoS$ci sekwencjonowania oraz wstepne przetwarzanie odczytow

Jako$¢ surowych odczytow, wygenerowanych w wyniku sekwencjonowania,
sprawdzono z uzyciem programu FastQC wer. 0.11.8 (ANDREwWS 2010). Sekwencje
adaptorowe oraz regiony surowych odczytdéw o niskiej jako$ci (wspoOtczynnik jakosci
sekwencji QPhred na koncach 5’ i/lub 3’ < 20 oraz $rednia warto$¢ QPhred < 30) wycigto za
pomocg programu Trimmomatic wer. 0.38 (BOLGER i in. 2014). Odczyty przycigto do
roéwnych segmentéw dlugosci 90 nt. Przetworzone odczyty ponownie skontrolowano pod

wzgledem jakosci 1 obecnosci sekwencji adaptorowych za pomocg FastQC.
4.4.2. Proces mapowania odczytow oraz analiza réznic ekspresji genow

Przetworzone odczyty przyréwnano (zmapowano) do genomu referencyjnego Swini
domowej, w oparciu o program STAR wer. 2.6.1d (publikacja 1) i 2.7.3a (publikacja 2)
(DoBIN i in. 2013). Genom referencyjny, w dwoch wersjach, pozyskano z ogélnodostgpnej
bazy danych Ensembl (YATES i in. 2020) — S. scrofa wer. 11.1.91, do analizy r6znic ekspres;ji
genow (publikacja 1), 1 S. scrofa wer. 11.1.99, na potrzeby analizy mechanizmow
towarzyszacych transkrypcji RNA (publikacja 2). Zmiana wersji genomu referencyjnego
zostata uwarunkowana uzupelnieniem baz danych o informacje dotyczace sekwencji
nowopoznanych czasteczek INCRNA. Liczby odczytow przyréwnanych, w trakcie procesu

mapowania, do sekwencji CDS, intronow, regionow mRNA niepodlegajacych translacji
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(ang. untranslated regions, UTR) oraz regionéw mig¢dzygenowych oszacowano z uzyciem
programu CollectRnaSeqMetrics, bedacego elementem pakietu Picard wer. 2.21.1 (BROAD
INSTITUTE 2021). Wykorzystujac oprogramowanie StringTie wer. 1.3.5 (PERTEA i in. 2015),
wyznaczono sekwencje transkryptéw oraz profile ekspresji poznanych gendéw i uprzednio
nieopisanych regionéw aktywnych transkrypcyjnie (ang. transcriptionally active regions,
TAR). W celu oszacowania homogennosci i powtarzalno$ci danych wewnatrz grup badanej
i kontrolnej przeprowadzono analize sktadowych gtownych (ang. principal component
analysis, PCA) i analize skupien (ang. cluster analysis), bazujacg na pomiarze odlegtosci
euklidesowych, z uzyciem biblioteki ggplot2 (WICKHAM 2021) w $rodowisku R wer. 3.5.2
(R Core TEAM 2021). Miedzy grupa poddang dziataniu chemeryny oraz kontrolng
przeprowadzono analize roznic ekspresji gendw, w Srodowisku R, z uzyciem pakietu
Ballgown wer. 2.18.0 (FRAZEE i in. 2015). W ocenie zmian ekspresji genow zastosowano
test dwumianowy | przyjeto graniczne wartosci istotnosci <0,05 oraz
[log2(krotnosci zmian)| > 0,5.  Geny  spelniajace  przytoczone  kryteria  zostaly
zakwalifikowane jako DEG. Graficzng wizualizacje znormalizowanych pozioméw ekspresji
genow we wszystkich probach wygenerowano z uzyciem pakietu gplots (WARNES i in. 2021)
w srodowisku R.

Analiza roznic ekspresji genow zostata powtorzona dla puli danych uzyskanych po
ponowieniu procesu mapowania odczytow, wzgledem nowszej wersji genomu
referencyjnego (S. scrofa wer. 11.1.99), z zastosowaniem tych samych programéw
i identycznych parametrow konfiguracji. Uzyskana pula genéw wykazujacych statystycznie
roznice ekspresji byta identyczna wzglgdem pierwotnej puli z pierwszego mapowania
(S. scrofa wer. 11.1.91). Powtdérzong analiz¢ roznic ekspresji gendw przeprowadzono

w zaktualizowanej wersji Srodowiska statystycznego R wer. 4.0.3.
4.4.3. ldentyfikacja oraz analiza réznic ekspresji dlugich niekodujacych RNA

Identyfikacj¢ IncRNA w komorkach lutealnych $wini domowej przeprowadzono
przy uzyciu wieloetapowej procedury. Na poczatku ze zbioru danych usunigto transkrypty
0 niskim poziomie ekspresji (warto§¢ FPKM — ang. fragments per kilobase milion < 1) oraz
kodujace biatka. Nastepnie z puli transkryptow wykluczono sekwencje jednoegzonowe

i 0 dtugosci < 200 nt. Potencjat kodowania pozostatych transkryptéw oszacowano za pomoca
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czterech programow: CPAT (ang. coding potential assessment tool) wer. 1.2.4 (WANG i in.
2013a), CPC2 (ang. coding potential calculator 2) wer. 2.0.1 (KANG i in. 2017), Feelnc (ang.
flexible extraction of InNcRNAs) (WUCHER i in. 2017), PLEK (ang. predictor of IncRNAs and
mMRNAs based on an improved k-mer scheme) wer. 0.2 (LI i in. 2014a). Réwnoczes$nie
sekwencje transkryptoéw dopasowano do bazy danych rodzin biatkowych Pfam (ang. protein
families) wer. 33.1 (EL-GEBALI i in. 2019) przy uzyciu programu HMMER wer. 3.3.2 (EDDY
2011), opartego na algorytmach ,,ukrytych modeli Markowa” (ang. hidden Markov model).
Na dalszych etapach analizy uwzgledniono transkrypty pozbawione potencjatu kodowania,
zgodnie z wynikami trzech z wymienionych programow (warto$ci progowe potencjatu
kodowania CPAT < 0,364, CPC2 < 0, Feelnc < 0,558; oznaczenie PLEK = "noncoding"),
oraz o niskim stopniu podobienstwa do rekordow Pfam (e-value > 10~%). Roznice ekspresji
zidentyfikowanych IncRNA pomigdzy probami badanymi i kontrolnymi obliczono za
pomoca programu  Ballgown, 2z parametrami odcigcia  wartosci (< 0,05
i |logz(krotnosci zmian)| >0,5. W dalszej kolejnosci sekwencje uzyskanych DEL
przyréwnano do rekordow modeli matych RNA, w bazie danych Rfam (ang. RNA families)
wer. 14.4 (KALVARI i in. 2021), z wykorzystaniem programu Infernal cmscan wer. 1.1.3
(NAWROCKI | EDDY 2013).

Kolejne etapy analizy przeprowadzono w srodowisku R wer. 4.0.3 (R CORE TEAM
2021) z wykorzystaniem zintegrowanego zestawu narz¢dzi do wysokoprzepustowej analizy
danych genomowych Bioconductor wer. 3.12 (RAMOS i in. 2017). Celem dalszych
postepowan bylo odkrycie 1 scharakteryzowanie zalezno$ci mi¢dzy uzyskanymi DEL oraz
czasteczkami mRNA kodowanymi przez zidentyfikowane DEG. Bliskie sgsiedztwo par
DEL-DEG na tym samym chromosomie opisano jako cis-interakcje i podzielano na dwie
podkategorie: pokrywajace si¢ (ang. overlapping) oraz odlegte (ang. distant), w przypadkach
gdy pary genéw znajdowaty si¢ w odlegtosci do 10.000 par zasad (pz). Pary DEL-DEG
zlokalizowane na rd6znych chromosomach, lecz wykazujace podobienstwo profili
transkrypcyjnych, w oparciu 0 wspotczynnik korelacji Pearsona scharakteryzowano jako
trans-interakcje (wartos¢ p<0,05 i |r|>0,9). Dodatkowo, w oparciu o obliczenia
znormalizowanej energii  swobodnej (ndG), oszacowano sitg wigzania migdzy
przewidywanymi parami czgsteczek IncRNA-MRNA przy uzyciu programu LncTar wer. 1.0
(L1 i in. 2015). Ponadto, wykorzystujac program IncPro wer. 1.0 (Lu i in. 2013), obliczono
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prawdopodobienstwo tworzenia wigzan wodorowych oraz oddziatywan van der Waalsa
pomigdzy strukturami drugorzedowymi wykrytych IncRNA i biatek kodowanych przez
zidentyfikowane DEG. W analizach funkcjonalnych uwzgledniono wylgcznie trans-
interakcje, dla ktorych LncTar wskazal ndG<-0,1 1lub IncPro wykazat
prawdopodobienstwo > 0,9. Zidentyfikowane relacje pomiedzy parami DEL-DEG

zwizualizowano przy uzyciu oprogramowania Cytoscape v. 3.8.3 (SHANNON i in. 2003).
4.4.4. Analiza zmiennos$ci miejsc alternatywnego skladania transkryptow

Identyfikacje miejsc sktadania RNA, wykazujacych zmienno$¢ pod wpltywem
chemeryny, przeprowadzono w oparciu 0 analize¢ tzw. wykorzystania egzonow (ang. exon
usage), stosujac oprogramowanie SUPPA2 (ang. super-fast pipeline for alternative splicing
analysis 2) wer. 2.3 (TRINCADO i in. 2018). Odczyty, uprzednio przycigte do rownej dtugosci
(90 nt) i zmapowane wzglgdem genomu referencyjnego (S. scrofa wer. 11.1.99) przy pomocy
programu STAR, przyrownano wzgledem referencyjnego transkryptomu S. scrofa przy
uzyciu programu Salmon wer. 1.1.0 (PATRO i in. 2017). Analizg przypadkéw DAS w probach
poddanych dziataniu chemeryny i kontrolnych przeprowadzono poprzez badanie ekspresji
miejsc splicingowych w regionach taczenia egzon—egzon oraz w egzonach flankujacych.
Na podstawie bezwzglednych poziomow ekspresji kolejnych egzonow wyliczono
procentowy udzial wtracen splicingowych (ang. the percentage of splicing inclusions, PSI).
Za istotne statystycznie uznano przypadki DAS spetniajace nastepujace progi odciecia:
warto$¢ p<0,05 i |APSI|>0,1. Na podstawie programu SUPPA2 wszystkie wykryte
przypadki DAS podzielono na siedem kategorii: alternatywne miejsce akceptorowe (A3),
alternatywne miejsce donorowe (A5), wzajemnie wykluczajace si¢ egzony (MX),
zachowanie intronu (RI), pominigcie egzonu (SE), splicing pierwszego egzonu (AF) oraz
splicing ostatniego egzonu (AL). Przypadki DAS biorgce udziat w procesach
fizjologicznych, istotnych dla funkcjonowania komorek lutealnych, zwizualizowano przy

uzyciu programu ggsashimi wer. 0.5.0 (GARRIDO-MARTIN i in. 2018).
4.4.5. Analiza allelicznej specyficznosci ekspresji

Badanie przypadkow ASE oparto na ocenie zmiennosci alternatywnych wersji

SNV, poprzez zmierzenie frekwencji alleli oraz ich zr6znicowania mig¢dzy komoérkami
22



hodowanymi w obecnosci chemeryny, a grupa kontrolng. W procesie wywotywania SNV
(ang. SNV calling) zastosowano oprogramowania Picard wer. 2.6.0 (BROAD INSTITUTE 2021)
oraz rMATS-DVR (ang. replicate multivariate analysis of transcript splicing and discovery
of differential variants in RNA) wer. 1.0.0 (WANG i in. 2017), wykorzystujace pakiet GATK
(ang. genome analysis toolkit) wer. 3.6.0 (DEPRISTO i in. 2011). Wczesniej utworzone pliki,
zawierajace przyroOwnania przetworzonych odczytow do genomu referencyjnego
wer. 11.1.99, zrekalibrowano za pomocg programu Picard. Nastepnie zidentyfikowano
potencjalne przypadki SNV we wszystkich replikatach prob i wykryto roznice we
frekwencjach alleli miedzy grupami badana i kontrolng. Przypadki SNV o niskiej jakosci
odfiltrowano stosujac standardowe parametry GATK. W dalszych analizach uwzgledniono
wylacznie alternatywne warianty wykazujace ekspresje, czyli posiadajace niezerowa wartosé
alternatywnej frakcji alleli (ang. alternative allele fraction, AAF), w co najmniej potowie
prob. Istotny wplyw chemeryny na proces ASE stwierdzono w przypadku SNV, dla ktorych
|IAAAF| byt wigkszy od 0,1 oraz spodziewany odsetek wynikow fatszywie dodatnich (ang.
false discovery rate, FDR) byt mniejszy od 0,05. Stosunek nierdéwnowagi allelicznej
kandydatow do ASE potwierdzono za pomoca testu zgodnosci dopasowania x* (warto$é
p <0,05). Lokalizacj¢ zidentyfikowanych przypadkéw ASE w obrgbie elementéw gendw
oraz doktadny wptyw SNV na proces transkrypcji kodowanych biatek okreslono przy uzyciu
programu Ensembl VEP (ang. variant effect predictor) (MCLAREN i in. 2016).

4.4.6. Analiza funkcjonalna zidentyfikowanych przypadkow DEG, DEL, DAS i ASE

Poszerzone metaanalizy genetyczne (ang. gene enrichment analyses)
przeprowadzono oddzielnie dla wynikow wchodzacych w sklad kazdej z publikacji,
tworzacych niniejsza rozprawe doktorska. Podczas opracowywania wynikow do publikacji
1, analiz¢ aktywnosci produktow DEG, ich wystgpowania w przedziatach komoérkowych
oraz udzialu w szlakach metabolicznych i sygnalowych przeprowadzono przy uzyciu
oprogramowania g:Profiler (REIMAND i in. 2016) oraz KOBAS (ang. ko-based annotation
system) wer. 3.0 (Wu i in. 2006), przeszukujgcych internetowe bazy danych Encyklopedii
Kyoto Genoéw i Genoméw (ang. Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes, KEGG)
(KANEHISA i in. 2017; KANEHISA i Sato 2020), Konsorcjum Ontologii Genow (ang. Gene
Ontology Consortium, GO) (ASHBURNER i in. 2000; Carbon i in. 2017) i the Reactome
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Knowledgebase (FABREGAT i in. 2018). W trakcie analizy wynikéw uzyskanych podczas
prac nad publikacja 2, w celu kompleksowego przeanalizowania biologicznych funkcji
zidentyfikowanych przypadkéw DEL, DAS 1 ASE, wykorzystano dane dotyczace
powigzanych z nimi DEG. Udzial wyselekcjonowanych genow w procesach biologicznych
(dla kazdego ze zjawisk osobno) sprawdzono programem KOBAS przeszukujac trzy
wymienione bazy danych. Wszystkie analizy funkcjonalne przeprowadzono stosujac test
Fishera (wykorzystujacy rozktad hipergeometryczny) z poprawka Benjaminiego i Hochberga
(FDR < 0,05). Mapy sieci molekularnych z bazy KEGG wygenerowano przy pomocy
pakietu R Pathview wer. 1.30.1 (Luo i BROUWER 2013). Podczas wizualizowania wynikow
analiz DEL, DAS i ASE, dane dotyczace genéw docelowych polgczono w klastry oraz
ponownie obliczono wartosci istotnosci statystycznej dla przegrupowanych danych
(FDR < 0,05).

4.5. Walidacja ekspresji wybranych genéw oraz dlugich niekodujacych RNA metoda
gPCR

W celu weryfikacji wynikow uzyskanych w trakcie analiz in silico opisanych w obu
publikacjach, przeprowadzono ilosciowe reakcje qPCR w maksymalnie zblizonych
warunkach. Do syntezy matryc cDNA wykorzystano po 500 ng kazdej z probek uzytej
w RNA-Seq. Reakcje odwrotnej transkrypcji przeprowadzono z uzyciem zeStawu
Omniscript RT Kit (Qiagen, Germantown, Maryland, USA), starterow Oligo(dT) (Roche,
Penzberg, Niemcy) oraz inhibitora RNaz (Invitrogen, Waltham, Massachusetts, USA),
uzyskujac catkowita objetos¢ 10 uL kazdej z mieszanin. Reakcje prowadzono
w termocyklerze w temperaturze 37 °C przez 1 godzing i konczono inkubacjg w temperaturze
93 °C przez 5 min. Uzyskane matryce cDNA poddano amplifikacji w obecnosci starterow
specyficznych dla wybranych genow (publikacja 1): CASP3 (ang. caspase 3), HSD3B7
(ang. hydroxy-o-5-steroid dehydrogenase, 3 p- and steroid dé-isomerase 7), IL1B (ang.
interleukin 1) 1 PTGS2 (ang. prostaglandin-endoperoxide synthase 2); oraz transkryptow
(publikacja 2): CL.9638.3, CL.12742.3, ENSSSCT00000075362 i ENSSSCT00000078829.
Jako geny referencyjne o konstytutywnej ekspresji (tzn. stalej ekspresji niezaleznie od
zmiennych czynnikéw dziatajacych na komorke) zastosowano geny ACTB (ang. p-actin)
oraz GADPH (ang. glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase). Sekwencje starterow dla
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badanych genéw i transkryptow opracowano z uzyciem programu Primer Express 3 (Applied
Biosystems, Waltham, Massachusetts, USA) oraz zestawiono w Tabelach 1 w obu
publikacjach. Reakcje qPCR kazdej proby przeprowadzono w technicznych duplikatach przy
uzyciu termocyklerow: Applied Biosystems 7300 Real-Time PCR System (Applied
Biosystems, Foster, California, USA) w przypadku walidacji w publikacji 1 oraz AriaMx
Real-Time PCR (Agilent Technology, St. Clara, California, USA) dla walidacji w publikacji
2. Do qPCR przygotowano mieszaniny o objetosci 20 uL, sktadajace si¢ z 40 pg (publikacja
1) lub 30 ug (publikacja 2) cDNA, 400 nM starterow, 12,5 uL Power SYBR Green PCR
Master Mix (Applied Biosystems, Foster, California, USA) i wody wolnej od RNaz. Reakcje
gPCR w publikacji 1 przeprowadzono zgodnie z nast¢pujacg procedurg: wstepna denaturacja
cDNA i aktywacja enzymow w temp. 95 °C przez 10 min, 40 cykli denaturacji w temp. 95 °C
przez 15 s, hybrydyzacji w temp. 60 °C przez 1 min oraz elongacji w temp. 72 °C przez
1 min. Dla starterow ACTB i HSD3B7 temperatur¢ hybrydyzacji zmieniono na 61 °C.
Reakcje gPCR w publikacji 2 przeprowadzono w nastepujacych warunkach: denaturacja
cDNA 1 aktywacja enzymow w temp. 95 °C przez 3 min, 40 cykli denaturacji w temp. 95 °C
przez 30 s, hybrydyzacji w temp. 66 °C przez 1 min i elongacji w temp. 72 °C przez 45 s.
Dla starterow ENSSSCT00000075362 wstepng denaturacje przedtuzono do 10 min,
z obnizeniem temp. hybrydyzacji do 60 °C. Kontrole negatywne przygotowano poprzez
zastgpienie czasteczek cDNA ekwiwalentem wody. Specyficznos¢ procesu amplifikacji
zbadano pod koniec qPCR za pomoca analizy krzywej topnienia. Wzgledne poziomy
ekspresji walidowanych genéw i transkryptow obliczano metoda AACT (LIVAK
I SCHMITTGEN 2001) i normalizowano za pomocg srednich geometrycznych ekspresji genow
referencyjnych. Wyniki qPCR opracowano statystycznie w srodowisku R przy uzyciu testu
t-Studenta z zatozonym progiem istotnosci statystycznej p < 0,05 i przedstawiono jako
wartosci $rednie + blad standardowy s$redniej (SEM) w publikacji 1 oraz logz(krotnosci

zmian) + przedziat ufnosci w publikacji 2.
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5. WYNIKI

5.1. Wyniki wysokoprzepustowego sekwencjonowania transkryptomow

W efekcie przeprowadzonej procedury sekwencjonowania RNA-Seq uzyskano
1.154.494.264 surowych 1 sparowanych odczytow. Po wstepnym przetworzeniu,
polegajacym na wycieciu z odczytéw sekwencji adaptorowych, usunigciu regionow 0 niskiej
jakosci oraz wyréwnaniu dtugosci wszystkich sekwencji do 90 nt, uzyskano 1.024.385.352
przetworzonych odczytow. W trakcie mapowania przetworzonych sekwencji wzgledem
genomu referencyjnego S. scrofa wer. 11.1.91 przyrownano 1.018.891.762 odczytow, w tym
srednio 96,52% sekwencji przyrownano unikatowo, a 3,48% zmapowano do wielu loci
(publikacja 1, Tabela 2). Podczas kolejnych badan i po zaktualizowaniu genomu
referencyjnego S. scrofa do wer. 11.1.99 zmapowano 1.021.940.610 przetworzonych
odczytow, z czego 96,24% unikatowo oraz 3,76% do wielu loci (publikacja 2, Tabela 2).

Wsrod wszystkich sekwencji uzyskanych z bibliotek RNA-Seq i dwukrotnie
przyrownanych do dwoch wersji genomu referencyjnego $wini domowej, srednio 56,63%
(wer. 11.1.91) i 59,52% (wer. 11.1.99) nukleotydow dopasowano do regionéw CDS, 22,08%
123,32% do regionéw UTR, 2,59% i 3,35% do sekwencji intronowych oraz 18,69% i 13,81%
zlokalizowano poza genami (publikacja 1, Rycina 2; publikacja 2, Tabela 2). Analizy PCA
oraz skupien wykazaty duzag homogenno$¢ profili ekspresji wewnatrz grup badawczej
i kontrolnej oraz wysoki stopien zréznicowania pomiedzy grupami (publikacja 1, Rycina 3).
Sumarycznie zidentyfikowano 16.612 regionow TAR w co najmniej potowie

przeanalizowanych prob.
5.2. Wplyw chemeryny na ekspresje¢ genéow kodujacych biatka

Analiza ekspresji genow, ujawnita 509 DEG kodujacych 721 transkryptow
(publikacja 1, Tabela Suplementowa 1). Wsrod wszystkich zidentyfikowanych DEG, 301
wykazalo wzrost ekspresji w probach inkubowanych z chemeryng, natomiast 208 obnizenie
ekspresji. Roéznice pomiedzy pomiarami wykonanymi dla grup eksperymentalnej oraz
kontrolnej zwizualizowano w postaci wykresu MA (ang. MA plot; implementacja wykresu

Blanda—Altmana dla biologicznych analiz wysokoprzepustowych) oraz wykresu typu
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wulkan (ang. volcano plot) w publikacji 1 na Rycinie 4. Zlogarytmowane wartosci krotnosci
zmiany ekspresji miescity si¢ w przedziale od —2,17 (PANK1, ang. pantothenate kinase 1)
do 5,45 (IL1B). 98 DEG zaangazowanych w szlaki sygnatowe i metaboliczne, istotne dla
funkcjonowania ciatka zoltego, przestawiono w postaci mapy ciepta (ang. heat map)

w publikacji 1 na Rycinie 5.
5.3. Wplyw chemeryny na ekspresje dlugich niekodujacych RNA

Identyfikacje nowych czasteczek IncRNA przeprowadzono na podstawie
szczegdtowej analizy wstepnie przetworzonych danych RNA-Seq. Poczatkowo, z puli
analizowanych sekwencji transkryptéw usunigto te, ktéore oznaczono w bazie danych
Ensembl jako ,biotyp kodujacy biatko” (ang. protein-coding biotype), a takze RNA
jednoegzonowe 1 krdtsze od 200 nt. W efekcie pierwszego etapu filtracji w puli pozostato
25.252 potencjalnych kandydatéw na IncRNA, w tym 9.340 czasteczek oznaczonych w bazie
Ensembl jako ,biotyp IncRNA”. Nieopisane sekwencje przeanalizowano pod katem
potencjalu kodowania przy pomocy czterech programéw — CPAT, CPC2, Feelnc i PLEK,
co umozliwito zawezenie puli nowych IncRNA do 1.759 czasteczek. Sposrod nich,
107 sekwencji pozostato po procesie przyréwnania do rekordow rodzin biatkowych w bazie
danych Pfam, przy uzyciu programu HMMER. Efekty dziatania wszystkich wspomnianych
programéw zestawiono w postaci diagramu Venna w publikacji 2 na Rycinie 2. Zaden
z wykrytych transkryptow nie zostat dopasowany do modeli matych RNA w bazie danych
Rfam przez program Infernal cmscan.

Analiza roznic ekspresji przeprowadzona na taczonej puli nowopoznanych INCRNA
oraz makromolekut uprzednio opisanych w bazie Ensembl wykazata, iz ekspresja 24
czasteczek (kodowanych przez 12 genow) ulegta modyfikacji pod wplywem chemeryny.
Sposrod nich, 20 INCRNA poznano wezesniej, a pozostate 4 zidentyfikowano w niniejszym
badaniu. Profile ekspresji czterech wybranych czasteczek DEL (CL.9638.3, CL.12742.3,
ENSSSCT00000028661 i ENSSSCT00000087136) zwizualizowano na tle ekspresji DEG
w publikacji 2 na Rycinie 3. Pod wplywem badanej chemokiny ekspresja 16 DEL ulegta
obnizeniu, a 8 podwyzszeniu. Parametry wykrytych DEL zestawiono w publikacji 2 w Tabeli
3.
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Analiza cis-interakcji ujawnita 11 przypadkow DEL oddziatywujacych z 6 DEG na
podstawie ich ko-lokalizacji w genomie $wini domowej. Wsrod nich 3 interakcje
zaklasyfikowano jako pokrywajace sie¢ z DEG. W 5 interakcjach gen DEL wystgpit
w regionie do 10.000 pz poprzedzajacym (ang. downstream) DEG, a w 3 interakcjach
w regionie nastepujacym (ang. upstream) po DEG (publikacja 2, Tabela 4).

Analiza trans-interakcji wykazata 9.295 przypadkow ko-ekspresji DEL z 469 DEG
(przy zatozeniu silnej zaleznosci wynikajagcej z korelacji Pearsona |r| > 0,9). Dodatkowe
analizy wigzah mRNA-IncRNA oraz dopasowania przestrzennego biatko—INCRNA
ujawnily, odpowiednio, 1.393 oraz 115 relacji, ograniczajac liczb¢ wykrytych trans-
interakcji do 1.440 przypadkéw powigzanych z 300 DEG (publikacja 2; Tabela
Suplementowa 1). Sposrod nich, 676 przypadkow wykazalo pozytywna, natomiast 764
negatywna korelacj¢. Wszystkie opisane interakcje bazujace zarowno na ko-lokalizacji oraz
ko-ekspresji par DEL-DEG, z uwzglednieniem zmian ekspresji pod wptywem chemeryny,

zwizualizowano w publikacji 2 na Rycinie 4.

5.4. Modyfikacje procesu alternatywnego skladania transkryptéw pod wplywem

chemeryny

Zastosowana procedura, wykorzystujaca program SUPPA2, umozliwita wykrycie
43918 zdarzen splicingowych, w tym 137 przypadkow DAS, zaobserwowanych na
podstawie pordéwnania frekwencji przypadkéw alternatywnego splicingu miedzy grupa
badang oraz kontrolng. Wszystkie zidentyfikowane przypadki DAS zlokalizowano w obrgbie
92 DEG (publikacja 2, Tabela Suplementowa 2) oraz przypisano do 7 grup: 13
sklasyfikowano jako A5, 12 jako A3, 2 jako MX, 13 jako RI, 21 jako SE, 60 jako AF,
a 16 jako AL (publikacja 2, Rycina 5). Wybrane przypadki alternatywnego sktadania
transkryptow, wystepujace w obrebie istotnych dla funkcjonowania ciatka zottego $wini
domowej genow: CXCL12 (ang. C—X-C motif chemokine ligand 12), MCL1 (ang. MCL1
apoptosis regulator, BCL2 family member), FHL1 (ang. four and a half LIM domains 1)
i SLA-DQB1 (ang. porcine tissue compatibility antigen type DQBL1), przedstawiono
w publikacji 2 na Rycinie 6.
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5.5. Oddzialywanie chemeryny na zmiennos¢ allelicznej specyficznosci ekspresji

Podczas analiz in silico dziesigciu bibliotek RNA-Seq stwierdzono 151.603
przypadki SNV w transkryptomie komorek lutealnych $wini domowej. W wyniku
przeprowadzenia wieloetapowej procedury filtrowania, opartej na standardowych
parametrach GATK oraz analizie wartosci AAF w probach, uzyskano 37 SNV bedacych
kandydatami do ASE. Posréd zawezonej puli wariantow, 18 wykazato istotng statystycznie
zmienno$¢ ASE pomiedzy grupg badang oraz kontrolng. Zgodnie z adnotacjami programu
VEP: 5 przypadkow ASE opisano uprzednio w bazie Ensembl, tj. rs1110933145,
rs322079801, rs332564681, rs346401196 i rs55619031, natomiast 13 przypadkow bylo
nowo wykrytych w trakcie niniejszych badan. Wszystkie zidentyfikowane ASE wystapity
w regionach 16 genow, kodujacych 38 transkryptow (publikacja 2, Tabela Suplementowa 3).

Zgodnie z danymi wygenerowanymi przez program VEP, 11 przypadkow ASE
powigzano z niekodujacymi regionami transkryptéw kodowanych przez 11 genow,
co powoduje trudne do przewidzenia konsekwencje biologiczne. Cztery ASE, powigzane
z niskim prawdopodobienstwem modyfikacji kodowanego biatka, wystapity w regionach
CDS transkryptow kodowanych przez geny EIF3F (ang. eukaryotic translation initiation
factor 3 subunit F), OSBP (ang. oxysterol binding protein), PIK3C2A (ang.
phosphatidylinositol-4-phosphate 3-kinase catalytic subunit type 2a) i SLC25A24 (ang.
solute carrier family 25 member 24). Cztery kolejne ASE zidentyfikowano w sekwencjach
transkryptow kodowanych przez geny EIF3F, HPS5 (ang. HPS5 biogenesis of lysosomal
organelles complex 2 subunit 2) oraz OSBP, jednocze$nie przewidujac ich wptyw na zmiang
aktywnosci kodowanych biatek. Wptyw jednego ASE na 3 transkrypty kodowane przez gen
CXCL2 (ang. C—X-C motif chemokine ligand 2) opisano jako destrukcyjny i powodujacy
utrate funkcji przez kodowane biatko, poprzez modyfikacje miejsca akceptorowego drugiego
intronu. Zgodnie z wynikami uzyskanymi w oparciu o jeden z modutéw VEP — SIFT (NG
I HENIKOFF 2003), sposrod 4 mutacji nonsensownych mogacych wptywac na konformacje
produktu biatkowego, 2 majg dziatanie uszkadzajace (geny HPS5 i OSBP), a 2 mogg by¢
tolerowane przez komorki (geny EIF3F i OSBP). Konsekwencje molekularne wystapienia
poszczeg6lnych ASE w strukturach genow i transkryptow podsumowano w publikacji 2 na

Rycinie 7.
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5.6. Analizy funkcjonalne uzyskanych wynikoéw in silico

5.6.1. Wplyw chemeryny na ekspresje genow kodujacych funkcjonalne bialka.
Adnotacje funkcjonalne DEG

Analizy funkcjonalne, przeprowadzone w oparciu 0 dane z bazy GO, wykazaty,
iz z puli wszystkich DEG, 457 powigzano z co najmniej jednym terminem (in. podkategorig)
w obrebie trzech kategorii: proces biologiczny (ang. biological process, BP), funkcja
molekularna (ang. molecular function, MF) oraz komponent komoérkowy (ang. cellular
component, CC). W obrebie kategorii BP, DEG przypisano do 407 podkategorii, takich jak:
,odpowiedz komorkowa na bodziec” (ang. cellular response to stimulus), ,regulacja
transdukcji sygnatu” (ang. regulation of signal transduction), ,,funkcjonowanie uktadu
odpornosciowego” (ang. immune system process), ,,programowana $mieré komorki” (ang.
programmed cell death), ,,odpowiedz na cytokiny” (ang. response to cytokine), ,,produkcja
cytokin” (ang. cytokine production) i ,.Sygnalizacja kinazy |-kappaB/NF-kappa B (ang.
I-kappaB kinase/NF-kappa B signaling). W zakresie kategorii MF, najwigksza ilos¢ DEG
przypisano nastepujacym podkategoriom: ,,wigzanie receptora cytokinowego” (ang. cytokine
receptor binding), ,,aktywnos$¢ regulatora receptora” (ang. receptor regulator activity),
,wigzanie receptora czynnika wzrostu” (ang. growth factor receptor binding) i ,,wigzanie
receptora chemokinowego CCR” (ang. CCR chemokine receptor binding). W kategorii CC,
sposrod 15 podkategorii, do ktorych przypisano DEG, istotnymi biologicznie wydaja si¢ by¢:
»region zewnatrzkomorkowy” (ang. extracellular region), ,,powierzchnia komorki" (ang.
cell surface), ,,cytoplazma” (ang. cytoplasm) i ,,potaczenie komorka-komoérka” (ang. cell-cell
junction). Szczegdtowe dane zestawiono w publikacji 1 na Rycinie 6.

Analiza $ciezek metabolicznych i sygnatowych KEGG ujawnita, iz produkty 286
DEG biorg udziat w 51 $ciezkach biologicznych. Wérdd nich, 32 szlaki byty bezposrednio
zwigzane z procesami patologicznymi, takimi jak kancerogeneza, choroby
autoimmunologiczne, infekcje wywolywane przez rdézne patogeny (bakterie, wirusy,
protisty, priony). Wspomniane szlaki nie byly analizowane ze wzgledu na brak zwigzku
z badang tkankg oraz z celem przeprowadzanych badan, czyli zrozumieniem fizjologicznego
wplywu chemeryny na komorki lutealne $wini domowej. Skupiono si¢ na sprawdzeniu

nastepujacych szlakow metabolicznych 1 sygnatowych speiniajacych zatozony préog
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istotnoséci  statystycznej: ,.$ciezka sygnalowa TNF” (ang. TNF signaling pathway),
»interakcje cytokina-receptor cytokinowy” (ang. cytokine-cytokine receptor interaction),
,,Sciezka sygnatlowa NF-kappa B” (ang. NF-kappa B signaling pathway), ,,sciezka sygnatowa
chemokin” (ang. chemokine signaling pathway), ,.sciezka sygnalowa MAPK” (ang. MAPK
signaling pathway), ,,czasteczki adhezji komoérek™ (ang. cell adhesion molecules — CAMs)
oraz ,,apoptoza” (ang. apoptosis). Dodatkowo przeanalizowano szlaki KEGG wazne dla
funkcjonowania ciatka zottego, dla ktorych analiza funkcjonalna nie osiggneta zaktadanego
progu istotnosci: ,,biosynteza hormonéw steroidowych” (ang. steroid hormone biosynthesis),
»steroidogeneza jajnikowa” (ang. ovarian steroidogenesis), ,metabolizm kwasu
arachidonowego” (ang. arachidonic acid metabolism) i ,,szlak sygnatowy JAK-STAT” (ang.
JAK-STAT signaling pathway). Uprzednio wspomniang mape ciepla, prezentujaca profile
ekspresji DEG (publikacja 1, Rycina 5), wzbogacono o wykres strumieniowy Sankeya
przypisujacy DEG do szlakéw sygnatowych i metabolicznych KEGG, w ktdrych uczestnicza
ich produkty. Wizualizacje wudzialu produktow DEG w wymienionych szlakach,
uwzgledniajace zmiany ich ekspresji pod wptywem chemeryny, przedstawiono w publikacji
1 na Rycinach Suplementowych 1-11.

Analiza rekordow bazy Reactome wykazata znaczacy udziat 261 DEG w 19
procesach molekularnych. Z tej puli warto wyr6zni¢: ,,sygnalizacje cytokin w uktadzie
odpornosciowym” (ang. cytokine signaling in immune system), ,,programowang $mier¢
komorki” (ang. programmed cell death), ,,TAK1 aktywuje NFkB przez fosforylacj¢
i aktywacj¢ kompleksu IKK” (ang. TAK1 activates NFkB by phosphorylation and activation
of IKKs complex), ,,sygnalizacje interleukiny 1” (ang. interleukin-1 signaling) i ,,receptory

chemokin wigza chemokiny” (ang. chemokine receptors bind chemokines).

5.6.2. Wplyw chemeryny na ekspresje genow kodujacych funkcjonalne bialka.
Adnotacje funkcjonalne DEL, DAS i ASE

Przebieg analizy funkcjonalnej, przeprowadzonej w trakcie badan wykonanych

w ramach publikacji 2, zmodyfikowano wzgledem analogicznej procedury zastosowanej
w ramach publikacji 1, w celu podsumowania i potgczenia wynikow uzyskanych dla trzech
réznych zjawisk towarzyszacych transkrypcji. Proces przypisania DEL, DAS i ASE do
kategorii GO i1 Reactome oraz szlakow w bazie KEGG z uzyciem programu KOBAS
31



przeprowadzono oddzielnie dla kazdego ze zjawisk: cis-interakcji DEL z DEG, trans-
interakcji DEL z DEG, obecnosci DAS lub ASE w obrebie DEG. Analiza ontologii genéw
wykazala istotny udziat 5, 273, 39 oraz 10 genow (w kolejno$ci wymienionej powyzej),
ktore weszty w sktad 30, 159, 2 i 39 podkategorii w obr¢bie BP; 5, 34, 1 1 17 podkategorii
MF oraz 4, 24, 3 i 12 podkategorii CC (publikacja 2, Tabela Suplementowa 4).

Wykryte DEL, DAS i ASE zgrupowano w klastry odpowiadajace przynaleznosci
do $ciezek KEGG oraz ponownie przeprowadzono analize statystyczng przegrupowanych
danych. Zatozony poziom istotno$ci statystycznej spetnily 84 szlaki metaboliczne lub
transdukcji sygnatow. Ponownie pominigto Sciezki zwigzane z innymi tkankami lub
procesami patologicznymi, skupiajac si¢ na przeanalizowaniu szlakow wptywajacych na
funkcjonowanie jajnika, ciatka zoéttego lub samych komorek lutealnych. Szczegdtowe
informacje dotyczace zawezonej puli 35 procesow metabolicznych lub transdukcji sygnatow
wplywajacych na fizjologi¢ ciatka zottego zestawiono w publikacji 2 w Tabeli 5 oraz na
Rycinach Suplementowych 1-18. Dodatkowo przestudiowano istotny dla funkcjonowania
komorek lutealnych szlak ,,metabolizmu kwasu arachidonowego”, dla ktorego analiza
funkcjonalna nie uzyskata zaktadanego progu istotnosci statystycznej (publikacja 2, Rycina
Suplementowa 19).

Analiza z udzialem rekordow bazy Reactome wykazata istotny udziat cis-interakcji
DEL z DEG w 3 $ciezkach molekularnych, trans-interakcji DEL z DEG w 20 $ciezkach oraz
ASE w obrebie DEG w 1 §ciezce (publikacja 2, Tabela Suplementowa 4). Udziat produktow
gendéw zawierajagcych DAS nie wykazal istotnego wplywu na zadng $ciezk¢ w bazie

Reactome.
5.7. Walidacja wybranych wynikow in silico metoda qPCR

W celu weryfikacji danych uzyskanych w wyniku sekwencjonowania RNA-Seq,
wybrano cztery DEG oraz cztery DEL. Zaobserwowane, pod wptywem chemeryny, zmiany
ekspresji zostaly w duzej mierze potwierdzone metoda qPCR. Wzorce ekspresji genow
HSD3B7, IL1B i PTGS2 (publikacja 1, Rycina 7) oraz IncRNA CL.9638.3, CL.12742.3,
ENSSSCT00000075362 i ENSSSCT00000078829 (publikacja 2, Rycina 8) byly zgodne
z wynikami RNA-Seq. Zmiany w poziomie ekspresji CASP3 pomigdzy grupami badang
i kontrolng nie osiggnety progu istotnosci statystycznej (wartos¢ p =0,06), jednakze
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potwierdzily trend, wczesniej ujawniony podczas analizy danych RNA-Seq. Wyniki gPCR
potwierdzity dokladno$¢ oraz wiarygodno$¢ zastosowanej metody wysokoprzepustowego

sekwencjonowania transkryptomow.
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6. PODSUMOWANIE | WNIOSKI

Cykl publikacji sktadajacych sie na niniejsza rozprawe doktorskg oparty jest na
eksperymentach ~ wykorzystujacych  wysokoprzepustowe  sekwencjonowanie  do
przeanalizowania wptywu chemeryny na transkryptom komorek Iutealnych $§wini domoweyj.
Zastosowana technologia umozliwita szczegotowe przeanalizowanie subtelnych modyfikacji
genetycznych, wywotanych przez chemeryne. Wyniki otrzymane w trakcie szczegoétowych
analiz profili transkryptomicznych pozwolitly zobrazowa¢ efekt dziatania chemeryny na
komorki lutealne $wini domowej w $rodkowolutealnej fazie cyklu rujowego w warunkach
in vitro. Dane dotyczace wplywu chemeryny na profile ekspresji gendéw i dlugich
niekodujacych RNA oraz ich interakcji z genami, jak rowniez na zmienno$¢ procesOw
alternatywnego sktadania transkryptow i allelicznej specyficznosci ekspresji, pozwolily na
sformutowanie nast¢pujacych wnioskow:

— zmiany w transkryptomie wywotane dzialaniem chemeryny mogg prowadzi¢ do
aktywacji szlakow transdukcji sygnatow MAPK (w tym czynnikéw transkrypcyjnych
NF-kB) i JAK/STAT oraz posrednio do wzrostu produkcji wielu cytokin i chemokin
przez komorki lutealne,

— zmiany ekspresji gendw oraz procesow regulujacych transkrypcje, pod wplywem
chemeryny, moga aktywowaé¢ zaréwno mechanizmy pro-apoptotyczne (lub nawet
pro-nekroptyczne) oraz pro-przezyciowe w komorkach lutealnych,

— chemeryna, wptywajac poprzez transkryptom na regulacje steroidogenezy, lokalng
produkcje czynnikow prozapalnych, angiogenez¢ oraz produkcje prostaglandyn,
kontroluje funkcjonowanie ciatka zottego,

— chemeryna wydaje si¢ by¢ hormonem taczacym regulacje procesow metabolicznych

I rozrodczych.
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