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Streszczenie

Biatko p53 jest czynnikiem transkrypcyjnym, ktére reguluje pule gendw
odpowiedzialnych m. in. za odpowiedz na stres komodrkowy, regulacje cyklu komoérkowego,
apoptoze, starzenie, a takze metabolizm, funkcjonowanie komorek macierzystych i metastaze.
Badania nad rolg biatka p53 w komorce oraz nad ekspresja genu TP53 skupiajg si¢ gtownie
na ich funkcjonowaniu w organizmie ludzkim, chociaz w celu lepszego zrozumienia
zachodzacych procesow wytworzono i poddano badaniom liczne myszy transgeniczne.
Jednakze, pomimo czgstego wykorzystywania myszy jako organizm modelowy, w dostepne;j
literaturze istnieja jedynie nieliczne informacje dotyczace regulacji ekspresji genu TrpS3
u myszy. W szczegolnosci, jak mozna bylo przypuszcza¢, w mRNA p53 u myszy istotnym

elementem regulujgcym proces inicjacji translacji jest jego region niekodujacy 5°.

Celem niniejszej pracy byta kompleksowa analiza strukturalna 1 funkcjonalna regionu

terminalnego 5> mRNA p53 u myszy.

Okreslono dlugo$¢ regionu niekodujacego 5° mRNA p53 wykorzystujac metode
5’ RACE. Stwierdzono, ze badany region moze mie¢ r6zng dlugosé¢, a do dalszych badan
wybrano dwa transkrypty: najcze$ciej wystgpujacy oraz najdtuzszy zidentyfikowany
transkrypt, zawierajace region nieckodujacy 5’ o dlugosci odpowiednio 122 (mRNA(-122))
i 247 nukleotydow (mRNA(-247)).

Wykorzystujac mapowanie biochemiczne przeprowadzono analize struktur
drugorzedowych regiondw terminalnych 5’ analizowanych mRNA oraz ich wybranych,
izolowanych elementow struktury drugorzgdowej. Dodatkowo, zbadano strukturg
drugorzedowa regionu terminalnego 5°, zawierajacego 166-nukleotydowy region niekodujacy
(mMRNA(-166)). Transkrypt ten nie zostat zidentyfikowany w eksperymencie 5° RACE, jednak

byl wykorzystywany we wczes$niejszych pracach publikowanych w literaturze.

W kolejnej czgsci pracy wykorzystano matokatowe rozpraszanie promieniowania
rentgenowskiego do utworzenia struktur ab initio regionu terminalnego 5° mRNA(-122)
oraz jego wybranych fragmentow. Nastepnie, otrzymane modele ab initio poréwnano

z modelami wygenerowanymi za pomocg programu RNA Composer. Na podstawie pomiarow



spektroskopii  dichroizmu kolowego wyznaczono temperatury przejs¢ fazowych

oraz podstawowe parametry termodynamiczne badanych czasteczek RNA.

W wyniku przeprowadzonych reakcji translacji in vitro w obecnos$ci wzrastajacego
stezenia analogu kapu m’GpppG wykazano, Ze inicjacja translacji mRNA(-122) i MRNA(-166)
jest procesem zaleznym od obecnosci kapu na koncu 5° mRNA, natomiast inicjacja translacji

MRNA(-247) przebiega w sposob niezalezny od kapu.

Analiza poréwnawcza wzglednych ilosci biatka i mRNA p53 w linii komoérkowe;j
fibroblastow mysich wykazata, ze stres siateczki $rédplazmatycznej powoduje nieznaczne
obnizenie ilo$ci biatka p53, natomiast stres genotoksyczny prowadzi do jego akumulacji.
W obu analizowanych przypadkach poziom mRNA nie ulega zmianie. Otrzymane wyniKi

sugeruja, ze regulacja p5S3 w odpowiedzi na stres zachodzi na poziomie translacji.

Ponadto postanowiono zbada¢, od ktoérego z dwodch potencjalnych kodonow
inicjacyjnych, zlokalizowanych w mRNA p53 w odlegtosci zaledwie sze$ciu nukleotydow,
rozpoczyna si¢ synteza biatka p53. W tym celu skonstruowano mutanty mRNA ze zmianami
w trypletach nukleotydowych, od ktérych inicjowana jest synteza biatka i sprawdzono,

jak wprowadzone mutacje wptywajg na translacj¢ w warunkach in vitro oraz in cellulo.

Przeprowadzono analiz¢ zachowawczosci elementow strukturalnych zlokalizowanych
w regionie terminalnym 5’ badanych transkryptow mRNA(-122) i mMRNA(-247). Wyrdzniono
pig¢ odcinkéw mRNA charakteryzujacych si¢ wysoka zachowawczosciag. W celu identyfikacji
biatek, ktore potencjalnie mogg oddziatywa¢ z badanym regionem mRNA(-247),

przeprowadzono analiz¢ in silico, wykorzystujac program RBPmap.



