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Sumaryczna liczba cytowan wg bazy Web of Science Core Collection (bez autocytowan): 20

Kopie powyzszych publikacji umieszczono w zataczniku nr 7.
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3.3. Omowienie celu naukowego ww. prac i osiagnietych wynikow

3.3.1. Wprowadzenie i zaprezentowanie celu naukowego

Moje zainteresowania strukturg czasteczek RNA i ich funkcja w komorce zrodzito si¢
w toku studiéw biologicznych na Uniwersytecie im Adama Mickiewicza w Poznaniu.
Zainteresowanie przerodzito si¢ w pasje naukowa, ktora znalazta swoje odbicie w badaniach,
prowadzonych w ramach pracy magisterskiej, a nastgpnie pracy doktorskiej, pod kierunkiem
Prof. Jerzego Ciesiotki w Pracowni Biochemii RNA (obecnie Zaktad Biochemii RNA)
Instytutu Chemii Bioorganicznej, PAN, w Poznaniu. Dalsze badania dotyczace powigzania
struktury i funkcji RNA realizowalam na stazu podoktorskim w pracowni Prof. Davida
Tollervey’a na Uniwersytecie Edynburskim w Szkocji. W trakcie mojego trzyletniego pobytu
skupitam si¢ na analizie zmian strukturalnych w rybosomalnym RNA w procesie jego
dojrzewania i sktadania rybosomu. Po powrocie ze stazu, rozpoczetam kolejny etap mojej drogi
naukowej w Zaktadzie Biochemii RNA, ICHB PAN.

Od kilku lat jestem zaangazowana w badania dotyczace struktury mRNA p53, w
szczegolnosci jego regionu terminalnego 5°, w kontekscie funkcji i wptywu na ekspresje biatka
p53 petnej dlugoscei i jego izoformy, A40p53. W ramach prowadzonych badan zwigzanych z ta
tematykg bytam kierownikiem projektu finansowanego przez Fundacje na Rzecz Nauki
Polskiej, jak rowniez wykonawcg dwoch grantow OPUS finansowanych z Narodowego
Centrum Nauki. Uzyskane wyniki, dotyczace struktury regionu terminalnego 5° mRNA p53 i
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jego roli w ekspresji biatka p53, zostaly przedstawione w publikacjach, ktore stanowig moje
glowne osiggnigcie naukowe.

Moim gléwnym celem naukowym bylo okreslnie jaka funkcje peini struktura regionu
terminalnego 5° MRNA p53 w ekspresji genu TP53, w szczegdlnosci na etapie procesu syntezy
biatka p53 i jego izoformy, A40p53. W pracach Gorska A, Swiatkowska A, et al. PloS One,
2013 i Swiatkowska A, et al. PloS One, 2015, wykorzystujac strategic opartg na
oligonukleotydach antysensowych, wykazatam, ktore elementy strukturalne regionu
koncowego 5 mRNA p53 sg istotne dla efektywnej syntezy biatka p53 i1 jego izoformy A40p53
w warunkach in vitro oraz w komorce w obecnosci czynnikow stresowych.

W dalszych etapach swoich badan skupitam si¢ na zbadaniu zalezno$ci pomiedzy
strukturg wariantow regionu terminalnego 5> mRNA p53, a efektywnoscig i szybkoscig procesu
inicjacji translacji. Efektem tych dziatan byla praca wspotautorska Zydowicz-Machtel P,
Swiatkowska A, et al. Sci Rep., 2018. Natomiast, w publikacji Szpotkowska J, Swiatkowska
A, etal., RNA Biol. 2019, przedstawiona zostata charakterystyka struktury regionu koncowego
5’ mRNA p53 u myszy i jej poréwnanie do modelu ludzkiego.

W ostatnich latach moje badania naukowe poszerzytam 0 identyfikacj¢ biatek, ktore
oddzialujac z regionem terminalnym 5> mRNA p53 wplywaja na ekspresj¢ genu TP53.
Wykazalam, ze biatko hnRNP K ma zdolno$¢ przylaczania si¢ do tego regionu wptywajac na
synteza biatka p53 w warunkach stresowych. Wykazatam rowniez, ze hnRNP K oddziatuje z
regionem promotora genu TP53, regulujac transkrypcje mRNA p53. Wyniki zostaty
przedstawione w pracy Swiatkowska A, et al., RNA Biol. 2020.

Problematyka dotyczaca roli regionu terminalnego 5> mRNA p53 w ekspresji genu
TP53 oraz najnowsze doniesienia naukowe zostaly przeze mnie rowniez omoéwione w dwoch
pracach przegladowych: Swiatkowska A, et al., Intl J Mol Sci., 2019 oraz Swiatkowska A,
et al., Acta Biochim Pol., 2016.

3.3.2. Struktura drugorzedowa regionu terminalnego 5° mRNA p53

Biatko p53 okreslane jako ,,straznik genomu” stanowi obiekt badawczy w szeregu
laboratoriach od ponad p6t wieku. Ogromne zainteresowanie tym biatkiem wynika z
obserwacji, ze ponad potowa ludzkich nowotworéw jest skorelowana z obecno$cig mutacji w
genie TP53. Biatko p53 jako czynnik transkrypcyjny aktywuje geny odpowiedzialne za
odpowiedZ komorki na czynniki stresowe prowadzac do naprawy DNA i1 przywrdcenia
homeostazy w komorce, zatrzymania cyklu komodrkowego lub apoptozy. W warunkach
normalnych biatko p53 jest utrzymywane na niskim poziomie, gdyz ulega ono degradacji przy
udziale biatka HDM2 (1). Obecnos¢ czynnika stresowego powoduje aktywacje biatka p53, a
nastepnie szlakow odpowiedzi komorkowej zaleznych od tego biatka. Oprocz p53 o pelnej
dhugosci w komorce zaobserwowano rowniez szereg izoform tego biatka, skrocone z N- lub C-
konca badz z obydwu koncoéw jednoczesnie (2). Jedng z glownych izoform jest A40p53,
skrocona o 40 aminokwasow z N-konca, ktorej synteza zaczyna si¢ od drugiego kodonu AUG2.
Izoforma ta, podobnie jak p53 o pelnej dtugosci, dziata jako czynnik transkrypcyjny aktywujac
geny w odpowiedzi na warunki stresowe. Co ciekawe, A40p53 aktywuje rowniez inne geny niz
p53 oraz moze oddzialywa¢ z biatkiem p53 zmniejszajac jego pule w komorce, a tym samym
modulujac odpowiedz komorkowa na stres.
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Ostatnie lata badan pokazaty, ze ekspresja genu TP53 jest kontrolowana na wielu
poziomach: transkrypcji, obrobki po-transkrypcyjnej oraz translacji (3). Te obserwacje wraz z
coraz liczniejszymi doniesieniami dotyczacymi roli RNA, w szczegodlnosci jego regiondw
terminalnych, w regulacji ekspresji genow daty poczatek badaniom struktury i funkcji regionu
koncowego 5 mRNA p53 w Zaktadzie Biochemii RNA, ICHB PAN, kierowanym przez Prof.
Jerzego Ciesiotke. Pierwsze lata badan zaowocowaty zaproponowaniem modelu struktury 11-
rzedowej regionu terminalnego mRNA p53, P1- A40p53 (Rysunek 1) (4).
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Rysunek 1: Model struktury ll-rzedowej regionu terminalnego 5° mRNA p53. Wariant P1-A40p53
odpowiadajacy regionowi koncowemu mRNA p53, ktory rozpoczyna si¢ od promotora P1 oraz wariant RNA PO-
A40p53 rozpoczynajacy sie od regionu odpowiadajacemu sekwencji miedzy promotorami transkrypcyjnymi, PO-
P1. Kolorem zielonym zaznaczono kodony inicjacyjne AUGI dla p53 i AUG2 dla A40p53. Kolorem niebieskim
zaznaczono region PO-P1 (wg Btaszczyk & Ciesiotka, Biochemistry 2011 (4) i Gorska et al. RNA Biol. 2013 (5),
zmodyfikowano).

Wykazano, zZe poczatek regionu kodujagcego jest zaangazowany w prawidlowe
zwinigcie terminalnego fragmentu 5° mRNA p53. Zaangazowanie czg¢$ci kodujacej powoduje,
ze tworzy si¢ stabilna termodynamicznie struktura typu spinki G56-C169 (Rysunek 1). W jej
obrebie wyr6zni¢ mozna jednonukleotydowe oraz wielonukleotydowe wybrzuszenia
ulokowane po obydwu stronach trzonu spinki. W obrebie spinki G56-C169 umiejscowiony jest
kodon inicjacyjny AUGI dla biatka p53 o pelnej dlugosci. Otoczenie kodonu inicjacyjnego jest
mniej ustrukturalizowane. Drugim charakterystycznym elementem strukturalnym regionu
koncowego 5° mRNA p53 jest spinka U180-A218, ktora jest rozpoznawana przez biatko
HDM2 (6) (Rysunek 1).

Co istotne, zostato wykazane, ze obydwie struktury typu spinki G56-C169 i U180-A218
sg zachowane w dtuzszych czasteczkach mMRNA p53, a takze w mRNA p53 o peinej dtugosci
(4). Wykazano rowniez, ze sa zachowane w wariantach P0-A40p53 odpowiadajacych
koncowemu regionowi 5> mMRNA p53, rozpoczynajacemu si¢ od promotora PO (Rysunek 1).
Region migdzy-promotorowy, PO-P1, jest niezalezny strukturalnie i nie wptywa na zwinigcie
fragmentu RNA znajdujacego si¢ ponizej (5).
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3.3.3. Rola elementow strukturalnych regionu terminalnego 5° mRNA p53 w procesie
syntezy bialka p53 o pelnej dlugosci i jego izoformy, A40p53

Zaproponowany model struktury ll-rzgdowej regionu terminalnego 5° mMRNA p53
rozbudzil moja naukowa wyobrazni¢ i postanowitam zbadaé jaki wplyw ma struktura tego
regionu na proces syntezy biatka p53 jego izoformy A40p53. Badania prowadzitam w ramach
projektu wlasnego, Homing Plus, pt. “Expression of p53 protein and its N-truncated form,
ANp53 — towards better understanding the mechanism of p53 IRES-mediated translation
process” finansowanego przez Fundacje na Rzecz Nauki Polskie;j.

W pracy Gorska A, Swiatkowska A, et al. PloS One, 2013, wykorzystana zostata
strategia oparta na oligonukleotydach antysensowych w celu okreslenia, ktore elementy
struktury regionu koncowego 5> mRNA p53 sg istotne dla procesu inicjacji translacji mMRNA
p53. W pierwszym etapie badan przeprowadzona zostata analiza dostgpnosci tego regionu do
hybrydyzacji komplementarnych oligomeréw do tego regionu z zastosowaniem biblioteki
kombinatorycznej 6-meréw DNA i aktywnosci RNazy H w warunkach in vitro (Rysunek 2).
Takie podejscie eksperymentalne umozliwito nam okreslenie, ktére fragmenty regionu
terminalnego 5° mRNA p53 sa potencjalnie dostepne do przylaczenia oligonukleotydow
antysensowych (Rysunek 2). Na tej podstawie zaprojektowali§my zestaw oligomerow
(Rysunek 2: 1-7, 1a, 7a, 7b), ktorych wptyw na translacje zostal przetestowany w lizacie z

retiklulocytow krolika w warunkach in vitro, a nastgpnie w linii komorkowej MCEF-7.
G56-C169
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Rysunek 2: Mapowanie dostepnosci do hybrydyzacji 6-merow DNA do regionu terminalnego 5> mRNA p53.
Szara linia wskazuje najbardziej prawdopodobne miejsce przylaczenia oligomerow DNA. Linia czarna z
kwadratem wskazuje cigcie RNaza H. Linia czarna wskazuje zaplanowane miejsce przylaczenia oligonukleotydow
DNA ponumerowanych odpowiednio: 1-7, 1a oraz 7a-b (wg Gorska et al. PloS One, 2013 (7)).

Analiza w warunkach in vitro wykazata silne obnizenie translacji z kodonu AUGI1 dla
p53 i kodonu AUG2 dla A40p53 w obecnosci oligomeru nr 1 komplementarnego do podstawy
duzej spinki G56-C169 (Figura 2). Co bylo zaskakujace, zaobserwowali$my, ze obecnosé¢



A. Swigtkowska

oligomeru nr 7 powoduje spadek translacji z kodonu AUGI1 przy rownoczesnym wzroscie
efektywnosci translacji z kodonu AUG2. W celu pehiejszego zrozumienia obserwowanego
efektu zaproponowatam przetestowanie wybranych oligomeréw (nr 1 i 7b) z wprowadzong
grupa 2'-O-metylowa w celu uniemozliwienia rozpoznania dupleksu RNA-DNA przez RNazg
H, ktorej znikome ilosci byly obserwowane w lizacie z retikulocytow krolika (8). Okazalo sig,
ze oligomer nr 7b, w wersji metylowanej, powodowat inny efekt niz oligonukleotyd
niemodyfikowany. Obserwowany byt jedynie niewielki spadek ilo$ci biatka syntetyzowanego
z kodonu AUG1. W ten sposéb wykazaliSmy, ze efekty zwigzane z zastosowaniem oligomerow
antysensowych w lizacie z retikulocytow krolika moga wynika¢ z dzialania mechanizmu
zaleznego badz niezaleznego od RNazy H. Jest to bardzo istotna obserwacja poniewaz lizaty
komorkowe sa powszechnie wykorzystywane w pierwszym etapie analizy efektywnosci
dziatania oligomeréw typu antysens, a takze w badaniach mechanizmu przebiegu procesu
translacji.

Wyniki otrzymane w warunkach in vitro wykazaty, ze w obrebie regionu koncowego 5’
MRNA p53 spinka G56-C169, w szczegblnosci jej dolna czgs¢, jak rowniez fragment U180-
U230, obejmujacy malg spinke oraz przylegly fragment jednoniciowy, sa wrazliwe na
przytaczenie oligomerow DNA.

Kolejnym krokiem bylo zastosowanie wybranych oligomeréw (nr 1 i 7b) w komorkach
MCF-7. Obok oligomeréw metylowanych wykorzystatam oligomery typu gapmer LNA/PS, z
modyfikacja typu LNA (ang. Locked Nucleic Acid) na koncach 3’ i 5 i wigzaniami
fosforotiolowymi (PS) w celu zwigkszenia ich stabilnosci w komoérce z jednoczesnym
zachowaniem zdolnos$ci aktywowania RNazy H. Oba metylowane oligonukleotydy nr 1 i 7b
ostabiaty translacje MRNA p53 w krotkim czasie. Dwadziescia cztery godziny od podania
oligomeru nr 7b zaobserwowali§my znaczacy spadek poziomu biatka p53 o ponad 50%. Byla
to bardzo interesujaca obserwacja, gdyz w warunkach in vitro oligomer ten powodowat jedynie
bardzo nieznaczne obnizenie translacji z kodonu AUG1. Obydwa oligomery w wersji LNA/PS
silnie obnizaty translacje z kodonu AUGL dla biatka p53. Tak znaczgacy spadek poziomu biatka
p53 byt spowodowany obnizeniem poziomu mRNA p53 w wyniku indukcji aktywnosci RNazy
H, co potwierdzone zostato technikg RT-PCR.

Analiza in vitro i w uktadzie komérkowym wykazata, ze duza spinka G56-C169 oraz
region 208-228 obejmujacy rami¢ matej spinki i przylegly fragment jednoniciowy sg wrazliwe
na przylaczenie oligomerdéw typu antysens. To wskazuje na istotng rolg tych elementéw
strukturalnych regionu terminalnego 5> mRNA p53 w procesie translacji. W obrebie spinki
G56-C169 znajduje sie kodon inicjacyjny, AUGL1 dla biatka p53. Przypuszczalnie, przytaczenie
oligomeru nr 1 powodowato zaburzenie procesu inicjacji translacji. Natomiast, przyltgczenie
oligonukleotydu nr 7b moglo zaktoci¢ oddziatywanie spinki U180-A218 z biatkami, ktorych
obecno$¢ jest wazna dla efektywnos$ci dziatania maszynerii translacyjnej. Juz wczesniej
wykazano, ze spinka U180-A218 jest rozpoznawana m.in. przez biatko HDM2 (6). Oligomer
nr 7b przylacza sig¢ tez w duzej czesci do regionu jednoniciowego A219-U228. Nasze badania
jako pierwsze pokazaty, Ze ten fragment jest istotnym elementem regionu koncowego 5 mRNA
p53 zaangazowanym w proces translacji, jako prawdopodobne miejsce oddzialywania w
czynnikami biatkowymi.

Wykorzystanie oligonukleotydow typu antysens pozwolito mi réwniez zaproponowaé
potencjalne wsparcie dla terapii przeciwnowotworowej. Juz wezesniej probowano zastosowac
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oligomery DNA do czasowego obnizenia poziomu biatka p53 w komorkach raka ptuc, NSCLC,
w celu zwigkszenia apoptozy komodrek poddanych radioterapii (9). Przetestowany przeze mnie
oligomer nr 7b wersji LNA/PS gamer w stgzeniu 150 nM, podobnym jak zastosowane
wczesniej oligomery w komdrkach NSCLC, powodowat okoto 40% obnizenie poziomu biatka
p53 w 10 godzin od podania. Wyniki te moga stanowi¢ podwaliny do dalszych badan z
wykorzystaniem oligomerdéw antysensowych ukierunkowanych na region terminalny 5 mRNA
p53 w celu kontrolowanej inhibicji ekspresji biatka p53, jako wsparcia dla okreslonych terapii
przeciw rozwoju nowotworu.

Zastosowanie strategii opartej na oligomerach typu antysens w celu okreslenia, ktore
elementy struktury regionu koncowego 5’ mRNA p53 sg istotne w procesie translacji, okazato
si¢ stuszng $ciezkg badawcza. Postanowilam wykorzysta¢ to podejscie eksperymentalne, aby
doktadniej zbada¢, jak struktura fragmentu terminalnego 5° mRNA p53 determinuje
efektywnos¢ syntezy biatka p53 i izoformy A40p53 w warunkach stresu komorkowego. Wyniki
dotyczace tej problematyki zostaly zaprezentowane w pracy Swiatkowska A, et al. PloS One,
2015.

Pierwszym krokiem byto zbadanie jak przylaczenie si¢ wybranych, wczesniej
testowanych oligomerow (Rysunek 2) wptywa na strukture docelowej czasteczki RNA. Analiza
strukturalna, w obecnosci okreslonego oligomeru, z zastosowaniem metody cigcia RNA jonami
Pb?" wykazata, ze oligonukleotydy: 7, 7a oraz 7b przytaczaja si¢ do zaplanowanego miejsca
oraz wplywaja na zmiang struktury regionu przylegtego do miejsca oddzialywania. Dodatkowo,
W obecnosci oligomeru nr 7 i 7a spinka U180-A218 ulega czesciowemu rozpleceniu. Mniejszy
efekt na otoczenie miejsca wigzania byt obserwowany dla oligomeru nr 1.

W kolejnym kroku zastosowatam oligomery w wersji metylowanej w trzech liniach
komorkowych: HT-29, MCF-7 i HepG2 w roznych warunkach stresowych. Zastosowanie
oligomerow z grupami 2'-O-metylowymi miato na celu uniknigcia indukcji RNazy H, aby
obserwowa¢ efekt przytaczenia oligomerow do RNA jedynie na poziomie translacji. W linii
komorkowej HT-29 zaden z zastosowanych oligomerow nie wplywat na poziom biatka p53.
Wynikato to prawdopodobnie z silnej nadekspresji tego biatka bedacej konsekwencija
obecnosci punktowej mutacji w genie TP53 w pozycji 273. Co ciekawe, wszystkie
oligonukleotydy powodowaty obnizenie syntezy izoformy A40p53 z kodonu AUG2 w stresie
oksydacyjnym generowanym przez podanie nadtlenku wodoru do linii komérkowych. Silny
efekt inhibicji, na poziomie okoto 50%, byl obserwowany w obecnosci oligomeréow nr 7, 7a i
7b, komplementarnych do regionu U180-U228. Réwniez pozostale oligomery wplywaly
negatywnie na synteze¢ z drugiego kodonu inicjacyjnego, AUG?2.

Uzyskane przeze mnie wyniki pokazuja, ze cata nienaruszona struktura regionu
terminalnego 5° mRNA p53 jest istotna dla optymalnej produkcji izoformy A40p53 w
komorkach HT-29 w warunkach stresu. Juz wczesniej zaobserwowano, ze translacja z kodonu
AUG2 przebiega niezaleznie od obecnosci struktury kapu na koncu 5° mRNA (ang. 5’ cap)
(10). Zaproponowany zostal mechanizm inicjacji translacji MRNA p53 zaleznej od IRES (ang.
Internal Ribosome Entry Site), ktéry wymaga odpowiedniego ustrukturalizowania regionu
terminalnego 5 mRNA w celu prawidlowego umiejscowienia rybosomu w poblizu kodonu
inicjacyjnego.
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Nastepnie, oligomery antysensowe zostaly przetestowane w komoérkach MCF-7 w
warunkach stresu oksydacyjnego. W obecnosci oligonukleotydow komplementarnych do
spinki U180-A218 i fragmentu A219-U228 (Rysunek 2) zaobserwowalam silne obnizenie
poziomu biatka p53 o pelnej dtugosci. Natomiast pozostate oligomery nie wptywaty na poziom
syntezy biatka p53. Poniewaz region U180-U228 okazat si¢ szczegOlnie wrazliwy na
przylaczenie oligomerow postanowitam sprawdzi¢, czy podobny efekt bedzie obserwowany w
innych warunkach stresowych. W obecnosci etoposydu, ktory wywoluje stres genotoksyczny,
wszystkie trzy zastosowane oligomery powodowaly obnizenie poziomu biatka p53.
Przylaczenie oligomeru nr 7b w sposdb najbardziej efektywny dziatatlo inhibujgco na translacje
MRNA p53. Przeprowadzone przeze mnie badania pokazaly, Ze nienaruszona struktura spinki
U180-A218 oraz region przylegly A219-U228 w formie jednoniciowej sa warunkiem
efektywnej syntezy biatka p53 w warunkach stresu w komérkach MCF-7.

W kolejnym etapie badan postanowitam zbadaé efekt oligomerow antysensowych w
komoérkach HepG2. Zaden z testowanych oligomeréw nie wplywal znaczaco na synteze biatka
p53 i izoform¢ A40p53 w stresie oksydacyjnym. Jedynie oligomer nr 7b komplementarny do
regionu A219-U228 (Rysunek 2) obnizat syntez¢ obydwu biatek o okoto 10-20%. Co ciekawe,
w obecnosci etoposydu nie obserwowalam obnizenia poziomu biatka p53 przy zastosowaniu
oligomerow nr 7, 7a i 7b przytaczajacych sie do regionu U180-U228 (Rysunek 2). Natomiast,
oligomery nr 7 i 7a wptywaty stymulujaco na synteze izoformy A40p53, czyli przeciwnie jak
dziataty na p53 pelnej dtugosci w komoérkach MCF-7. W tym miejscu warto podkreslic, ze
oligomery nr 7 i 7a powodowaty lokalng rearanzacje¢ struktury tego regionu poprzez czegsciowe
rozplecenie spinki U180-A218. Uzyskane przeze mnie wyniki wskazuja, ze efektywna synteza
biatka p53 i izoformy A40p53 wymaga reorganizacji strukturalnej regionu terminalnego 5’
mRNA p53 w zaleznosci od rodzaju komorek i1 zastosowanego czynnika stresowego.
Dodatkowo, nie mozna wykluczy¢, ze odmienne czynniki biatkowe oddziatuja z elementami
strukturalnymi takimi jak spinka U180-A218 czy region jednoniciowy A219-U228 w
zastosowanych liniach komorkowych MCF-7 i HepG2.

Podsumowujgc, przeprowadzone przeze mnie badania wykazaly, ze poszczegdlne
elementy strukturalne regionu terminalnego 5° mMRNA p53, w szczegdlnosci spinka U180-A218
i region przyleglty A219-U228 sg istotne dla procesu syntezy biatka p53 i izoformy A40p53 w
warunkach normalnych i stresu komorkowego. Nienaruszona struktura regionu terminalnego
5> mRNA p53 wydaje si¢ by¢ warunkiem koniecznym dla efektywnej translacji zaleznej od
elementu IRES. Warto podkresli¢, ze po raz pierwszy zostalo eksperymentalnie pokazane, ze
region A219-U228 stanowi istotny element odpowiedzialny za wydajng translacje z kodonu
AUGL i AUG2. Zaproponowatam, ze spinka U180-A218 i przylegly region jednoniciowy
A219-U228 mogg stanowi¢ platforme dla czynnikow biatkowych dziatajacych w uktadzie cis
stymulujgc translacje, w szczego6lno$ci w warunkach stresu. Dodatkowo, obserwowane przez
mnie odmienne efekty dziatania oligomerow antysensowych w réznych liniach komérkowych
pozwolity mi na wnioskowanie, ze strukturalne uksztattowanie regionu koncowego 5> mRNA
p53 prawdopodobnie ulega rearanzacji w zalezno$ci od typu komorki i rodzaju stresu, jaki na
nig dziata.
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3.3.4. Wplyw wariantow strukturalnych regionu koncowego 5° mRNA p53 na proces
skanowania i efektywnos$¢ inicjacji translacji z kodonu AUG1 i AGU2

Przeprowadzone przeze mnie badania pokazaly, ze struktura regionu koncowego 5’
MRNA p53 jest bardzo istotna dla wydajnej translacji z kodonow AUG1 i AUG2 dla p53 i
izoformy A40p53. Postanowitam wigc zbada¢ jak zmiany w obrgbie struktury regionu
terminalnego 5 mRNA p53 wptywaja na efektywnos¢ i czas translacji. Wyniki dotyczace tej
problematyki zostaly przedstawione w pracy wspotautorskiej Zydowicz-Machtel P,
Swiatkowska A, et al. Sci Rep., 2018.

Pierwszym etapem badan bylo przygotowanie serii konstruktow RNA, ktore
reprezentowaty rézne warianty strukturalne regionu terminalnego 5° mRNA p53 i posiadaty
takg samg cze$¢ kodujacg dla biatka reporterowego lucyferazy Renilla (Rysunek 3). Nastepnie,
skupili$my si¢ na analizie wptywu struktury regionu koncowego 5> mRNA p53 na calkowity
czasu translacji (zamiennie uzywane: czas skanowania mRNA przez rybosom). W tym celu
zastosowano metodg translacji in vitro w potaczeniu z pomiarem rzeczywistej aktywnosci genu
reporterowgo lucyferazy Renilla (11). Zastosowanie takiego podejscia umozliwiato okreslenie
catkowitego czasu translacji dla poszczegolnych konstruktow RNA. Poniewaz wszystkie
konstrukty posiadaty ta sama sekwencj¢ kodujaca biatko, roéznice w catkowitym czasie
translacji wynikaty z odmiennej struktury regionow terminalnych 5° RNA.
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Analiza przebiegu translacji w lizacie z retikulocytow krolika in vitro pokazata, ze
obecno$¢ regionu miedzy-promotorowego PO-P1 prowadzi do ostabienia syntezy biatka z
kodonu AUGL1 (Rysunek 3 - PO-A40p53). Rowniez, usuni¢cie malej spinki U180-A218 ma
negatywny wplyw na efektywno$¢ translacji, natomiast skrocenie duzej spinki G56-C169
prowadzi do zwigkszenia syntezy z obydwu kodonéw (Rysunek 3 - P1-A40p53(AHDM?2) i P1-
A40p53(A57) odpowiednio). Bardzo ciekawe wyniki uzyskali$my dla konstruktow RNA, ktore
mialy zmieniong struktur¢ regionu otaczajgcego kodon inicjacyjny (Rysunek 3 — P1-A40p53(S)
i P1-A40p53(L)). Okazalo si¢, ze umiejscowienie kodonu AUG1 w dwuniciowym regionie
bardzo obnizalo efektywno$¢ translacji z tego kodonu, oraz dodatkowo z kodonu AUG?2.
Natomiast, prawie dwukrotne zwigkszenie wydajnosci syntezy z AUG1 obserwowalismy gdy
kodon inicjacyjny dla biatka p53 byt zlokalizowany w regionie jednoniciowym duzej petli
wewnetrznej (Rysunek 3 - P1-A40p53(L)).

Dalsza analiza wykazata, ze obecno$¢ dodatkowego odcinka migdzy-promotorowego
PO-P1 powoduje wydtuzenie czasu skanowania mRNA przez rybosom poréwnujac konstrukty
P1-A40p53 i PO-A40p53. Porownujac natomiast warianty strukturalne o tej samej dtugosci, a
réznej strukturze otaczajacej kodon inicjacyjny AUGI zaobserwowaliSmy, ze kontekst
strukturalny ma bardzo istotne znaczenie dla catkowitego czasu translacji. Ulokowanie kodonu
inicjacyjnego w regionie dwuniciowym wydluzyto catkowity czas translacji w poréwnaniu do
czasu obserwowanego dla konstruktu P1-A40p53. To moze wskazywaé na utrudnienie
wigzania si¢ rybosomu i rozpoznania miejsca inicjacji translacji. Natomiast, umiejscowienie
kodonu AUG1 w regionie jednoniciowym duzej petli prowadzito do skrécenia catkowitego
czasu translacji i zwigkszenia efektywnosci translacji, co manifestowato si¢ zwigkszeniem
maksymalnej aktywno$ci luminescencji. Skrocenie duzej spinki w konstrukcie RNA P1-
A40p53(A57) spowodowato wydtuzenie catkowitego czasu skanowania przy jednoczesnym,
ponad dwukrotnym, zwigkszeniu efektywnosci translacji. Natomiast, usuni¢cie matej spinki w
konstrukcie P1-A40p53(AHDM2) spowodowato wydtuzenie catkowitego czasu translacji o
prawie 2 minuty, w porownaniu do czasu dla konstruktu P1-A40p53. To wskazuje na istotng
role matej spinki w procesie inicjacji translacji.

Dodatkowo wykazaliSmy, ze szybkos$¢ skanowana jest rozna dla okreslonych
warlantach regionu koncowego 5° mRNA p53 zaleznie od sposobu zwinigcia si¢ RNA w
obrebie odcinka miedzy-promotorowego (Rysunek 3).

Nastepnie, postanowiliSmy sprawdzi¢ jak skrdcenie/usunigcie charakterystycznych
elementow struktury Il-rzedowej tj. spinki G56-C169 i spinki U180-A218 wptynie na
mechanizm inicjacji translacji. W tym celu wykonana zostala translacja in vitro, dla obydwu
konstruktow P1-A40p53(AHDM2) 1 P1-A40p53(AS57), w obecnosci wzrastajgcego stezenia
analogu kapu m’GpppG. Analogi kapu oddziatujac z biatkami zaangazowanymi w rozpoznanie
konca 5 mRNA obnizajg ich pule w komorce powodujac zahamowanie translacji zaleznej od
struktury kap. Okazalo sie, ze obecnos¢ analogu kapu powodowata zahamowanie translacji z
obydwu kodonéow AUGI1 1 AUG2 w przypadku obydwu wariantéw strukturalnych. Poniewaz
postuluje si¢ translacje zalezng od IRES dla drugiego kodonu inicjacyjnego, dla izoformy
A40p53, oznacza to, ze zachowanie obydwu motywow strukturalnych jest niezbedne, aby
translacja przebiegata wg tego mechanizmu.

Uzyskane wyniki potwierdzaja moje wczes$niejsze obserwacje dotyczace roli
elementow strukturalnych regionu terminalnego 5° mRNA p53 w ekspresji biatka p53 i
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izoformy A40p53. Zaréwno podejscie z wykorzystaniem oligomeréw antysensowych jak i
analiza catkowitego czasu translacji w uktadzie in vitro dla poszczegélnych wariantow regionu
koncowego 5> mRNA p53 pokazuja, ze struktura tego regionu odpowiada za efektywnos¢ i
szybko$¢ translacji. Obecnos¢ elementow strukturalnych wptywata rowniez na mechanizm wg
ktérego przebiega proces inicjacji translacji, w szczegdlnosci dla kodonu AUG?2 dla izoformy
A40p53.

3.3.5. Struktura regionu koncowego 5> mRNA p53 u myszy i jej por6wnanie z modelem
ludzkim

Model mysi jest bardzo czesto wykorzystywany do badan dotyczacych ekspresji
ludzkiego biatka p53. Jednak, niewiele jest informacji dotyczacych mysiego mRNA p53.
Postanowilismy okres§li¢ miejsca startu transkrypcji mysiego mRNA p53 jak roéwniez
scharakteryzowa¢ strukture regionu terminalnego 5° mRNA p53 u myszy i poréwnaé z
modelem zaproponowanym dla tego regionu w ludzkim mRNA p53.

W pierwszym etapie, wykorzystujac technike szybkiej amplifikacji konca 5’ (ang. 5°
Rapid Amplification of cDNA Ends, 5°, 5’RACE), okreslilismy miejsca startu transkrypcji
mysiego MRNA. Nasza analiza, wraz z zestawieniem danych z baz danych wykazala, ze
transkrypty z regionem niekodujagcym 5° o dlugosci 122 nukleotydéw (nazwane: mRNA-122)
s3 najliczniej reprezentowane. Dodatkowo, analiza 5’RACE pozwolila nam na wylonienie
transkryptow o regionie niekodujagcym o dtugosci 247 nukleotydéw (nazwane: mRNA-247).
Co ciekawe, poréwnujac sekwencje mysiego i ludzkiego regionu koncowego 5> mRNA p53
zaobserwowali$my, ze miejsce startu mysiego transkryptu mRNA-122 rézni si¢ zaledwie o
jeden nukleotyd w poréwnaniu do miejsca P1 ludzkiego mRNA p53 pomimo réznicy w
dhugosci regionow niekodujacych. Sugeruje to podobienstwo pomig¢dzy ekspresja ludzkiej i
mysiej formy p53. Natomiast, miejsce startu transkrypcji dla mMRNA-247 r6zni si¢ od PO mRNA
p53 o 21 nukleotyddw, ale nadal cechuje si¢ wysokim podobienstwem sekwencyjnym.

Nastepnie, na podstawie mapowania struktury z zastosowaniem metody SHAPE (ang.
Selective 2'-Hydroxyl Acylation analyzed by Primer Extension) i mapowania chemicznego oraz
przewidywania komputerowego zaproponowalismy model struktury II-rzedowej dla obydwu
regionow niekodujacych w obrebie mysich mRNA-122 i mRNA-247. W obydwu regionach
obserwujemy obecno$¢ kilku motywow strukturalnych typu spinki. Dodatkowo, podobnie jak
w przypadku regionu niekodujacego 5’ ludzkiego mRNA p53 kodon AUG1 jest ulokowany w
czesciowo dwuniciowym regionie duzej spinki. Co ciekawe, u myszy region odpowiadajacy
spince U180-A218 w obrebie regionu koncowego 5’ ludzkiego mRNA p53 moze zwijac si¢ w
dwie mniejsze spinki lub w jedng wigksza. Mozliwos¢ rearanzacji struktury wskazuje na
potencjalng regulatorowg funkcje tego regionu. W ludzkim mRNA region ten oddziatuje z
biatkiem HDM?2.

Dalsza analiza pokazata, ze ludzki i mysi transkrypt mMRNA-122 podlegaja translacji z
podobng efektywnos$cig w wyniku czego powstaje biatko p53 i izoforma A41p53 (odpowiednik
ludzkiej izoformy A40p53). Interesujace wyniki przyniosta analiza translacji in vitro w
obecno$ci wzrastajacego stezenia analogu kapu. W przypadku mysiego transkryptu mRNA-
122 obserwowalismy, ze z obydwu kodonéw AUG1 i AUG2 translacja przebiega wg
mechanizmu zaleznego od struktury kapu. Natomiast, dla transkryptu z dtluzszym regionem
niekodujagcym 5°, mRNA-247, translacja zarowno dla pierwszego jak i drugiego kodonu
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inicjacyjnego miata charakter kap niezalezny. ZaobserwowaliSmy wyzszg ekspresj¢ mRNA-
247 w takich tkankach jak mozg, serce czy rdzen kregowy, czyli cechujacych si¢ matlg
zdolno$cig regeneracji i namnazania u dorostego osobnika. Wydaje si¢, ze obecnos¢ mRNA-
247 w tych tkankach pozwala na produkcje p53 w warunkach stresu kiedy kap-zalezna
translacja jest ostabiona lub wylaczona. Takie ,,zabezpieczenie” dla tkanek, ktore nie maja
potencjatu, aby tatwo sie regenecrowaé, moze by¢ bardzo istotne kiedy potrzebna jest szybka
odpowiedz na niekorzystne warunki $rodowiska. Dalsze badania w tym kierunku sg jednak
potrzebne do pelniejszego zrozumienia procesu ekspresji mysiego p53 w okreslonych tkankach.

Analiza poziomu p53 w mysich fibroblastach pokazata, ze w warunkach stresu
genotoksycznego, generowanego przez doksorubicyne, zwigksza sig il0$¢ biatka p53 bez zmian
w poziomie p53 MRNA. To wskazuje na potencjalng regulacj¢ ekspresji genu Trp53 na
poziomie translacji, w ktorej moze by¢ zaangazowany region niekodujacy 5> mRNA p53
podobnie jak w przypadku ludzkiego odpowiednika. Nasze badania pokazaly szereg
podobienstw, ale i r6zni¢ w ekspresji mysiego i ludzkiego p53. Wiedza ta umozliwi lepsze
zrozumienie regulacji ekspresji p53 w kontekScie zastosowania myszy jako modelu
badawczego.

3.3.6. Oddzialywania regionu terminalnego 5> mRNA p53 z bialkami i ich wplyw na
ekspresje genu TP53

Otrzymane przeze mnie wyniki wyraznie pokazuja jak istotng rol¢ odgrywa struktura
Il-rzedowa regionu koncowego 5° mRNA p53 w procesie translacji. Obecnos¢ okreslonych
elementow strukturalnych jest wymagana dla efektywnej syntezy zaréwno p53 jak i A40p53,
prawdopodobnie stanowiac platform¢ dla okreslonych czynnikéw biatkowych. Co byto
zaskakujace, pomimo tak szeroko zakrojonych badan dotyczacych ekspresji genu TP53, jak
dotad scharakteryzowano tylko kilka biatek, ktore oddziatujac z regionu terminalnym 5> mRNA
p53 wptywaja na translacje z kodonu AUGI1 i/lub AUG2. Te obserwacje sktonity mnie do
dalszych badan w kierunku znalezienia czynnikéw biatkowych, ktore przylaczajac sie do
regionu terminalnego 5> mRNA p53 moglyby wptywaé na wydajnosé i charakter procesu
translacji. Ta problematyka zostata przedstawiona w pracy Swiatkowska A, et al. RNA Biol.,
2020.

W celu znalezienia nowych biatek potencjalnie modulujacych ekspresje p53
zastosowatam podejscie eksperymentalne oparte na chromatografii powinowactwa do RNA
wraz z identyfikacja bialek technikg spektometrii mas. Do badan zostaly wybrane dwie
czasteczki RNA odpowiadajace regionom terminalnym 5 mRNA p53: P0-A40p53 i P1-
A40p53. Do chromatografii wykorzystatam lizaty z trzech linii komoérkowych: MCF-7, HepG2
i HT-29, ktore byly hodowane w warunkach normalnych i stresu genotoksycznego
generowanego przez podanie doksorubicyny. Analiza spektometrii mas wykazata, ze okoto
25% zidentyfikowanych bialek to biatka zwigzane z procesem translacji np.: bialka
rybosomalne, czynniki inicjacji i elongacji translacji, tRNA syntetazy. Niewielka grupg, okoto
1-3%, stanowity biatka, juz wczedniej opisane w literaturze jako oddzialujagce z regionem
terminalnym 5 mRNA p53, takie jak: PTB, hnRNP C1/C2 czy p53 (13). Najbardziej liczna
byta grupa biatek okreslona przeze mnie jako ,,potencjalni kandydaci”. Do tej grupy zaliczytam
m.in. biatka, ktére oddziatuja z kwasami nukleinowymi, heterogenne jadrowe
rybonukleoproteiny (ang. heterogeneous nuclear ribonucleoproteins, hnRNP), ATPazy,

13



A. Swigtkowska

czynniki transkrypcyjne i splicingowe. Wsérod nich wylonitam 20 najlepszych kandydatow
reprezentowanych przez najwyzsza liczb¢ widm MS. Okazato si¢, ze biatko, ktére bylo w
Scistej czotowce to heterogenna jadrowa rybonukleproteina K (hnRNP K). Biatko to jest
czynnikiem transkrypcyjnym, ale réwniez, jak pokazaty ostatnie doniesienia, dziata na etapie
translacji regulujac ekspresje niektorych genéw (14). Dodatkowo, ostatnio wykazano, ze
hnRNP K wspoétdziata z p53 aktywujac geny odpowiedzi komorkowej na stres (15).
Postanowitam zbada¢, czy hnRNP K ma rowniez wptyw na ekspresje genu TP53.

W pierwszym etapie badan potwierdzitam, ze biatko hnRNP K wigze si¢ bezposrednio
do regionu terminalnego 5> mRNA p53 wykorzystujac technike retardacji kompleksu RNA-
biatko w zelu w warunkach natywnych (ang. Electrophoresis Mobility Shift Assays, EMSA).
Nastepnie, wykazatam, ze obnizenie poziomu biatka hnRNP K, za pomoca siRNA, prowadzito
do obnizenia poziomu biatka p53 zar6wno w warunkach normalnych jak i stresowych w
komorkach MCF-7. Warunki stresu genotoksycznego i jadrowego generowane byly za pomocg
odpowiednio  doksorubicyny i aktynomycyny D. Natomiast, stres retikulum
endoplasmatycznego byt indukowany poprzez podanie tunikamycyny lub tapsigarginy.
Zaobserwowatam, ze zwiekszona ekspresja hnRNP K, poprzez wprowadzenie plasmidu
kodujacego hnRNP K, prowadzita do zwigkszonego poziomu biatka p53 w komorkach MCF-
71 HepG2. Postanowitam takze sprawdzi¢, czy hnRNP K wplywa na ekspresje p53 na poziomie
transkrypcji poniewaz wiadomo, ze biatko to jest czynnikiem transkrypcyjnym. Analiza
ilosciowa qRT-PCR wykazata, ze obnizenie poziomu hnRNP K powoduje dwukrotne obnizenie
poziomu mRNA p53 w warunkach bezstresowych jak i stresu komérkowego w komorkach
MCF-7. Natomiast, nadekspresja hnRNP K powodowata dwukrotne podwyzszenie poziomu
mRNA p53 w warunkach stresu genotoksycznego w komoérkach MCF-7.

Otrzymane przeze mnie wyniki wskazuja, ze hnRNP K reguluje ekspresj¢ genu 7P53
na poziomie transkrypcji w warunkach normalnych oraz stresowych. Analiza miejsc
potencjalnego przylaczenia si¢ hnRNP K w obrebie regionu promotorowego genu 7P53
wykazata obecnos¢ sekwencji nukleotydowej rozpoznawanej przez to biatko w poblizu miejsca
startu PO 1 P1 oraz w regionie pomi¢dzy kodonami AUGI 1 AUG2.

Dalsza analiza wptywu hnRNP K na ekspresj¢ p53 pokazata, ze w warunkach stresu
retikulum endoplasmatycznego indukowanego tapsigarging lub tunikamycyng nadekspersja
hnRNP K prowadzita do wzrostu ilo$ci biatka p53, nie wptywajac na poziom mRNA p53 w
komorkach HepG2. Podobnie, w obecnosci tapsigarginy, w komoérkach MCF-7 przy
nadekspresji hnRNP K nie obserwowatam zmian w poziomie mRNA p53 tylko wzrost ilo$ci
biatka p53. Otrzymane przez mnie wyniki wskazuja, ze w warunkach stresu retikulum
endoplasmatycznego hnRNP K moze wptywac na ekspresje genu 7P53 na poziomie translacji
stymulujac synteze biatka p53.

Na podstawie uzyskanych wynikow zaproponowatam rozbudowany model
oddziatywan pomiedzy p53 1 hnRNP K (Rysunek 4). Juz wcze$niej wykazano, ze p53 stymuluje
hnRNK K na poziomie transkrypcji (16), a obydwa biatka dziatajg jako partnerzy aktywujac
geny odpowiedzi komoérkowej na stres (15). Moje badania pokazuja, ze p53 1 hnRNP K nie
tylko wspotdziatajg razem, ale rowniez wplywaja wzajemnie na swoja ekspresj¢ na poziomie
transkrypcji (Rysunek 4). Dodatkowo, hnRNP K moze stymulowaé synteze p53 poprzez
oddzialtywanie z regionem terminalnego 5° mRNA p53 w okre§lonych warunkach
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komorkowych. Bezposrednia, wzajemna regulacja p53 1 hnRNP K pozwala mi wnioskowac o
istotnej roli jaka petnig te biatka w odpowiedzi komorki na warunki stresowe.

gen hnRNP K gen TP53
> l stymulacja transkrypcji l <_
hnRNP K mRNA p53 mMRNA

wzmocnienie translacji

oaktywaqa genow l

geny aktywowane przez p53

!

odpowiedz komérki na stres

Rysunek 4: Sie¢ interakcji pomiedzy p53 i hnRNP K. HnRNP K i p53 stymulujg si¢ nawzajem na etapie
transkrypcji. Obydwa biatka aktywuja geny odpowiedzi komoérkowej na stres (15, 16). Dodatkowo hnRNP K
wplywa na syntez¢ p53 w okreSlonych warunkach komorkowych. Nowe oddziatywania proponowane na
podstawie wynikow wlasnych zaznaczono na niebiesko (wg Swiatkowska et al. RNA Biol. 2020, (17)
zmodyfikowano).

Problematyke dotyczaca roli regionu terminalnego 5> mRNA p53 w procesie regulacji ekspresji
genu TP53 oraz oddzialywanie tego regionu z czynnikami biatkowymi przedstawitam réwniez
w dwoch pracach przegladowych: Swiatkowska A, et al., Intl 3 Mol Sci. 2019 i Swiatkowska
A, et al., Acta Biochim Pol. 2016.
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3.3.7. Podsumowanie gléwnego osiggniecia naukowego

e  Wykazatam, ze spinka U180-A218 i fragment jednoniciowy A219-U228 stanowig istotne
elementy struktury ll-rzedowej regionu koncowego 5° mMRNA p53 dla translacji z kodonu
AUGI1 i AUG2, szczegdlnie w warunkach stresu komorkowego, co wskazuje na ich
regulacyjng funkcje. Wykazalam roéwniez, ze te elementy strukturalne moga stanowic
miejsce ataku dla narzedzi oligonukleotydowych w celu kontrolowanego modulowania
ekspresji p53 jako potencjalne wsparcie dla terapii przeciwnowotworowych.

e Udowodnitam, ze struktura Il-rzedowa jest odpowiedzialna za czas i szybkos¢ skanowania
przez rybosom regionu terminalnego 5° mRNA p53. Zademonstrowatam takze, ze
efektywnos¢ 1 catkowity czas translacji biatka p53 $cisle zalezy od otoczenia
strukturalnego kodonu inicjacyjnego AUGL.

e Porownatam struktur¢ regionu koncowego 5° w mysim i ludzkim transkrypcie p53.
Wykazatam podobienstwa, ale takze rdznice pomig¢dzy ekspresjg mysiego i ludzkiego genu
Trp53/TP53. Uzyskane wyniki mogg by¢ wykorzystane w kontekscie badan nad ludzkim
biatkiem p53 z zastosowaniem modelu mysiego.

e Zaproponowatam rozbudowany model wzajemnych relacji pomigdzy biatkami p53 i
hnRNP K. Wykazatam, ze biatko hnRNP K moze regulowa¢ ekspresje TP53 na poziomie
transkrypcji oraz w okreslonych warunkach komoérkowych, oddzialujac z regionem
terminalnym 5° mRNA p53, na poziomie translacji. Poznanie roli hnRNP K w kontekscie
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regulacji ekspresji genu TP53 moze pomodc w dalszych badaniach dotyczagcych odpowiedzi
komorki na stres zaleznej od biatka p53.

4. Omowienie pozostalych osiggnie¢ naukowo — badawczych
4.1. Wykaz publikacji nie wchodzgcych w sklad glownego osiagniecia naukowego

1. Dutkiewicz M, Stachowiak A, Swiatkowska A, Ciesiotka J.
Structure and function of RNA elements present in enteroviral genomes.
Acta Biochim Pol. 2016, 63(4):623-630.

Praca przegladowa.

IF2016 1,169; punkty ministerialne 15; cytowania 5

2. Dutkiewicz M, Ojdowska A, Gorska A, Swiatkowska A, Ciesiotka J.

The structural and phylogenetic profile of the 3' terminus of coxsackievirus B3 negative strand.
Virus Res. 2014, Mar 24. doi: 10.1016/j.virusres.2014.03.020.

IF2014 2,324; punkty ministerialne 25; cytowania 1

3. Swiatkowska A, Wlotzka W, Tuck A, Barrass J. D, Beggs J. D and Tollervey D.
Kinetic analysis of pre-ribosome structure in vivo.

RNA 2012, Dec;18(12):2187-200. doi: 10.1261/rna.034751.112.

IF2012 5,088; punkty ministerialne 35; cytowania 17

4. Lebaron S, Schneider C, Nues R. W, Swiatkowska A, Granneman S, Watkins N.J., Tollervey
D.

Proofreading of pre-40S ribosome maturation by a translation initiation factor and 60S subunits.
Nat Struct Mol Biol. 2012, 19, 744-753.

IF2012 11,092; punkty ministerialne 45; cytowania 111

5. Granneman S, Petfalski E, Swiatkowska A, Tollervey D.

Cracking pre-40S ribosomal subunit structure by systematic analyses of RNA-protein cross-
linking.

EMBO J. 2010 Jun 16, 29(12), 2026-36.

IF2010 10,124; punkty ministerialne 32; cytowania 98

6. Dutkiewicz M, Swiatkowska A, Figlerowicz M and Ciesiotka J.

Structural domains of the 3’-terminal sequence of the HCV replicative strand.
Biochemistry, 2008, nr 47, 12197-12207.

IF2008 3,379; punkty ministerialne 20; cytowania 11

Punkty ministerialne wg dawnego systemu punktacji, zgodnie z rokiem opublikowania
artykutu.
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Sumaryczny Impact Factor (IF) przedstawionego cyklu publikacji: 33,176 (zgodnie z rokiem
opublikowania)
Sumaryczna liczba cytowan wg bazy Web of Science Core Collection (bez autocytowan): 243

Oswiadczenia dotyczace mojego wktadu w powstanie wymienionych wyzej publikacji znajduja
si¢ w zalaczniku nr 5, cz¢$¢ B.

4.2. Rola struktury rRNA w jego dojrzewaniu i skladaniu rybosomu

W trakcie mojego stazu podoktorskiego w grupie prof. David’a Tollervey’a na
Uniwersytecie Edynburskim bytam zaangazowana w badania dotyczgce dojrzewania rRNA i
sktadania rybosomu u drozdzy Saccharomyces cerevisiae. Realizacja tej tematyki umozliwita
mi rozwijanie moich naukowych zainteresowan dotyczacych roli struktury RNA jak rowniez
poszerzenie znajomos$ci najnowszych technik badania RNA.

W pracy Swiatkowska A, et al., RNA 2012 zaproponowalam metod¢ opartg na
metabolicznym znakowaniu nowo-powstatych czasteczek RNA z analiza struktury in vivo.
Takie podejscie umozliwito mi $ledzenie rearanzacji strukturalnych rRNA w procesie jego
dojrzewania. Wykazatam, ze koniec 3’ 18S pre-rRNA jest nieustrukturalizowany podczas
biogenezy malej podjednostki rybosomu 40S. Wykazalam réwniez, ze struktura regionu
pomiedzy helisami 22 1 44 w pre-18S rRNA odzwierciedla oddziatywania z koncem 3° U3
snoRNA, ktore byty wezesniej postulowane. Dodatkowo, przeprowadzona przeze mnie analiza
pozwolita na zaobserwowanie dynamicznych zmian w obrgbie regionu H18 rRNA zwigzanych
ze stopniowym przytaczeniem si¢ biatek rybosomalnych w czasie procesu dojrzewania rRNA.

W pracy Granneman S, Petfalski E, Swiatkowska A, et al., EMBO 2010 bytam
zaangazowana w charakterystyke miejsc oddziatywania biatek z rybosomalnym RNA malej
podjednostki 40S. Analizujgc struktur¢ niedojrzalego rRNA w kompleksie z biatkami
wykazatam, ze miejsce cigcia D w pre-18S rRNA jest w niewielkim stopniu
ustrukturalizowane. Wykazatam rowniez, ze endonukleaza Nob1, ktora jest odpowiedzialna za
cigcie w miejscu D nie jest zwigzana z regionem otaczajacym. Ta obserwacja pozwolita mi
wnioskowac, ze dopiero rearanzacja strukturalna lub zmiana kompozycji biatek oddziatujacych
z przylegta domena H45 umozliwiajg ulokowanie Nob1 w odpowiedniej pozycji, aby doszto
do cigcia 1 uwolnienia dojrzatego 18S rRNA.

Problematyka zwigzana z dojrzewaniem podjednostki rybosomalnej 40S i rolg biatka
elF5b/Fun12 w tym procesie zostata podjeta w pracy Lebaron S, et al., Nat Struct Mol Biol.,
2012. W trakcie realizacji tego tematu bylam zaangazowana w badania prowadzace do
udowodnienia, ze biatko Fun12, a nie wczesniej sugerowane biatko Tsrl, ktore posiada réwniez
aktywno$¢ GTPazy, jest odpowiedzialne za stymulacje cigcia w obrgbie miejsca D przez
endonukleazg Nobl i uwolnienie dojrzatego 18S rRNA.

4.3. Struktura regionow niekodujacych wirusowych RNA

W toku mojej dziatalnosci naukowej bylam réwniez zaangazowana w badania
dotyczace analizy struktury regionow niekodujacych wirusowych RNA, w szczegdlno$ci
wiruséw RNA(+).

W pracy Dutkiewicz M, Swiatkowska A, et al., Biochemistry, 2008 uczestniczytam
w badaniach, ktore doprowadzity do zweryfikowania i uszczegoétowienia modelu struktury 11-

18



A. Swigtkowska

rzedowej regionu terminalnego 3’ nici replikacyjnej wirusa zapalenia watroby typu C, HCV
(ang. Hepatitis C Virus). Znajomo$¢ struktury tego regionu ma istotne znaczenie dla lepszego
Zrozumienia procesu namnazania si¢ wirusa. Moze rowniez utatwi¢ planowanie narzedzi
oligonukleotydowych takich jak, oligomery antysensowe lub siRNA, skierowanych na ten
region jako alternatywne podejécie w leczeniu, zwlaszcza, ze do tej pory nie ma skutecznego
leku na zapalenie watroby typu C.

Zaangazowana bylam rowniez w charakterystyke regionu terminalnego 3’ wirusa
Coxsackievirus B3, ktora zostata przedstawiona w pracy Dutkiewicz M, et al., Virus Res.
2014. Na podstawie badan mapowania struktury, analizy filogenetycznej i komputerowego
przewidywania struktury zostal po raz pierwszy zaproponowany model struktury II-rzedowej
tego regionu. Analiza wykazata obecno$¢ kilku konserwatywnych motywow strukturalnych jak
réwniez obecnos¢ struktury typu lis¢ koniczyny (ang. cloverleaf structure). Zaproponowane
elementy strukturalne wydajg si¢ by¢ istotne dla procesu replikacyjnego wirusa.

Problematyka dotyczaca struktury i roli elementow strukturalnych wirusow RNA,
enterowirusoOw zostata takze szeroko przez nas omoéwiona W pracy przegladowej Dutkiewicz
M, et al., Acta Biochim Pol. 2016.

5. Plany badawcze

Moje najblizsze plany badawcze dotycza identyfikacji kolejnych czynnikow
biatkowych oddziatujacych z regionem terminalnym 5° mRNA p53 i tym samym wplywajacym
na ekspresj¢ genu TP53. Ta tematyka jest dopiero od niedawna poruszana przez badaczy, a
stanowi bardzo wazny element w pelniejszym zrozumienie regulacji ekspresji biatka p53, w
szczegolnosci w  warunkach stresu komorkowego. Uzyskane dane z chromatografii
powinowactwa do RNA P0-A40p53 i P1-A40p53 wraz analizg spektometrii mas stanowig
bardzo dobry punkt wyjscia do dalszych badan w tym kierunku. Obecnie, jedna z publikacji
dotyczaca tej tematyki jest na koncowym etapie przygotowan.

Swoja uwage badawcza chee rowniez skierowac na poznaniu roli i zaleznosci pomiedzy
p53 i izoformami A40p53 i A133p53 w aktywacji genow w odpowiedzi na czynniki stresowe.
Ostatnie doniesienia pokazuja, ze odpowiedz na stres zalezna od p53 jest wypadkowa dziatania
nie tylko samego biatka p53 1 jej partneréw jak np. hnRNP K, ale roéwniez dziatania izoform
p53. Zbadanie zaleznos$ci pomigdzy p53 i poszczegolnymi izoformami p53 wydaje si¢ by¢
kluczem do zrozumienia jak ksztaltuje si¢ odpowiedz komoérkowa na czynniki stresowe.

Kolejny nurt badawczy, ktérym chcialabym podaza¢ dotyczy roli p53 w chorobach
zwigzanych z zaburzeniami dojrzewania rRNA i skladania rybosomu, zwanych
rybosomopatiami. Do niedawna uwazano rybosomopatie jako choroby rzadkie, ale ostatnie lata
badan pokazuja, ze zaklocenia w funkcjonowaniu rybosomu prowadzac poczatkowo do
choroby moga w dalszym Zyciu osobniczym prowadzi¢ do rozwoju nowotworu w
szczeg6lnosci uktadu krwiotworczego np. biataczek. Dojrzewanie rybosomu jest $cisle
kontrolowane, a biatko p53 wydaje si¢ by¢ zaangazowane w ten proces. Realizacja tej tematyki
umozliwitaby mi wykorzystanie i potacznie mojego doswiadczenia zdobytego podczas stazu
podoktorskiego z do§wiadczeniami jakie zdobytam w toku dziatan badawczych dotyczacych
problematyki p53. Plan dziatan badawczych dotyczacy tej tematyki zostal przeze mnie
przedstawione w projekcie ztozonym w konkursie OPUS19 organizowanym przez Narodowe
Centrum Nauki.
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6. Osiagniecia dydaktyczne i sprawowanie opieki naukowej nad studentami

Instytut Chemii Bioorganicznej PAN, z ktoérym jestem zwigzana, nie prowadzi regularnych
zaj¢¢ dla studentow, dlatego nie posiadam typowego dla pracownikow naukowych dorobku
dydaktycznego.

6.1. Opieka naukowa nad studentami i doktorantami

Promotor pomocniczy rozprawy doktorskiej

»Rola elementéw strukturalnych w regionie terminalnym 5’ transkryptow mRNA genu TP53 w
procesie inicjacji translacji”, dr Paulina Zydowicz-Machtel

Promotor glowny: Prof. Jerzy Ciesiotka

2018, Instytut Chemii Bioorganicznej, PAN, Poznan

Promotor pracy magisterskiej

,,Proces translacji fragmentu biatka p53 i jego izoformy ANp53 w warunkach in vitro.” , mgr
inz. Julia Suchacka

2014, Uniwersytet Przyrodniczy, Poznan

6.2. Nieformalna opieka
Opieka nad magistrantami, doktorantami oraz praktykantami Zaktadu Biochemii RNA ICHB
PAN (wczesniej - Pracowni Biochemii RNA ICHB PAN).

Opieka nad doktorantami:
mgr Joanna Szpotkowska (w toku przygotowania pracy doktorskiej)

Opieka nad magistrantami:

2007- mgr Agnieszka Gorska, Uniwersytet Przyrodniczy, Poznan

Temat pracy magisterskiej: ,,Badanie zmian w strukturze i funkcji biologicznej elementu IRES
wirusa HCV wywolanych oddzialywaniem z komoérkowym mikroRNA — 122.”

2007- mgr Marcin Pieczynski, Uniwersytet Przyrodniczy, Poznan
Temat pracy magisterskiej: ,,Zastosowanie oligonukleotydow antysensowych wigzacych sie
do elementu IRES wirusa HCV, jako potencjalnych inhibitorow translacji in vitro”.

Opieka nad magistrantami i studentami na Uniwersytecie Edynburskim w grupie kierowanej
przez Prof. David Tollervey’a.

6.3. Praktyki dla studentéw

2002-2005

Wspotprowadzitam ¢wiczenia laboratoryjne dla studentow IV roku Chemii UAM w ramach
cyklu ,,Laboratoria”.

Pracownia Biochemii RNA, ICHB PAN. Poznan
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