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Recenzja pracy doktorskiej mgr Joanny Szpotkowskiej pt. ,,Region terminalny 5° mRNA p53

u myszy: struktura i funkcja”

Przedstawiona do recenzji praca doktorska mgr Joanny Szpotkowskiej wykonana zostata pod kierunkiem prof.
Jerzego Ciesiotki w Zakiadzie Biochemii RNA Instytutu Chemii Bioorganicznej PAN w Poznaniu, w ktorym od
wielu lat prowadzone sg badania dotyczace roli elementéw regulatorowych zlokalizowanych w roznorodnych
czasteczkach RNA. Przedstawiona praca skupia sie na charakteryzacji strukturalnej i funkcjonalnej mRNA
kodujgcego biatko p53 u myszy.

Gltéwnymi celami pracy doktorskiej byty:

- identyfikacja izoform mRNA p53 powstajgcych w wyniku aktywaciji alternatywnych miejsc inicjacji transkrypcji
- dogtebna charakteryzacja elementéw strukturalnych wystepujgcych w obrebie rejonu 5 mRNA kodujgcego
biatko p53 u myszy

- okreslenie dominujacego mechanizmu inicjacji translacji mMRNA p53 u myszy

- zbadanie sposobu regulacji ekspresji biatka p53 u myszy
W wyniku realizacji pracy wszystkie powyzsze cele zostaty osiggniete.

Praca skiada sie z 7 rozdziatdw. We wprowadzeniu przedstawiony zostat zwiezty rys historyczny badan nad
biatkiem p53 oraz najistotniejsze informacje na temat jego roli, stanowigc odpowiednie wprowadzenie do
dalszej czesci tekstu. W kolejnym rozdziale, stanowigcym wstep literaturowy, opisany zostat obecny stan
wiedzy na temat struktury oraz ekspresji mysiego oraz ludzkiego genu Trp53. Szczegblowo opisane zostato
wystepowanie i funkcje poszczegélnych izoform zaréwno mRNA jak i biatka p53. Przedstawione zostaty
rowniez dostepne dane dotyczace struktury rejonu 5 mRNA, wigzgcych sie do niego biatek oraz mechanizmu
inicjacji translacji z uwzglednieniem wystepowania alternatywnych kodonéw AUG. Rozdziat ten zostat
napisany bardzo kompetentnie, w oparciu o trafnie dobrang i aktualng literature i stanowi doskonate
wprowadzenie merytoryczne do dalszej czesci pracy. Trzeci rozdziat stanowi przedstawienie celow pracy, po

ktorym nastepuje opis uzyskanych wynikow potgczony z ich dyskusjg. Praca konczy sie zwieztym
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podsumowaniem uzyskanych wynikéw oraz szczegotowym opisem zastosowanych materiatéw i metod, po
ktorym umieszczona zostata bibliografia.

Przedstawione przez Autorke wyniki zostaly opisane w sposob zrozumialy i wyczerpujacy. W pierwszej czesci
pracy Autorka podjeta sie identyfikacji wariantéw rejonu 5 mRNA genu Trp53 u myszy zwigzanych z aktywacjg
alternatywnych miejsc inicjacji transkrypcji. Pomimo ze u cztowieka obserwowano kilka alternatywnych miejsc
inicjacji, u myszy dotychczas znane byto tylko jedno. W wyniku przeprowadzonych eksperymentow 5 RACE
Autorka wykazata wysoka heterogenno$c¢ inicjacji transkrypcji w obrebie mysiego genu Trp53. Zidentyfikowata
réwniez gtéwng izoforme ktéra rozni sie od poprzednio zgtoszonej w literaturze. Co wiecej, wystepowanie
poszczegolnych izoform okazato sie by¢ tkankowo-specyficzne. Na podstawie uzyskanych wynikéw do
dalszych prac wybrane zostaly trzy warianty réznigce sie dlugoscia rejonu 5 UTR — dwie zidentyfikowane
przez Autorke oraz opisana wczesniej w literaturze.

Gtéwna cze$é pracy poswiecona zostata badaniom struktury wytonionych wariantéw rejonu 5 mRNA
kodujgcego biatko p53. Badania te zostaty przeprowadzone kompleksowo, z wykorzystaniem roznorodnych
technik eksperymentalnych powszechnie stosowanych do badania struktury drugorzedowej oraz
trzeciorzedowej RNA (probkowanie strukturaine za pomocg jonoéw otowiu oraz DMS, techniki SHAPE oraz
SAXS, hydroliza RNazg H, analiza widm dichroizmu kolowego). Badania struktury drugorzgdowej prowadzone
byly zaréwno z wykorzystaniem petnej dlugosci wariantow jak i izolowanych domen strukturalnych. Uzyskane
wyniki postuzyty do opracowania modeli struktury drugorzedowej trzech badanych wariantow rejonu 5 mRNA.
Co ciekawe, w przypadku wariantow mRNA zidentyfikowanych przez Autorke zaobserwowana zostata wysoka
zgodnos¢ strukturalna w obrebie domen wystepujacych w obu wariantach, natomiast wariant zaczerpniety z
literatury wykazywat znaczace réznice. Uzyskane modele strukturalne zostaly szczegétowo poréwnane z
modelami opracowanymi wczesniej dla ludzkiego mRNA p53. Szkoda ze Autorka nie pokusita si¢ o
sestawienie struktur obu czgsteczek, mysiej oraz ludzkiej, w formie graficznej, co znacznie utatwitoby
sledzenie omawianych roznic.

Po uzyskaniu modeli struktury drugorzedowej Autorka podjeta sie okreslenia parametrow struktury
trzeciorzedowej dominujacego wariantu (-122) oraz izolowanych domen wchodzacych w jego sktad za pomocg
techniki SAXS oraz analizy widm dichroizmu kotowego. Techniki te pozwolity na opisanie wiasciwosci
termodynamicznych analizowanej czasteczki oraz zaproponowanie przyblizonego ksztattu struktury
trzeciorzedowej poszczegbinych domen. Sposrad trzech analizowanych domen, w przypadku jednej uzyskano
wysokg zgodnos¢ pomiedzy modelem obliczeniowym uzyskanym in silico oraz strukturg ab initio
wygenerowanych na podstawie danych z eksperymentu SAXS (C(-51):G9). Réznice obserwowane w
pozostatych dwoch domenach zostaty przedyskutowane i dostatecznie wyjasnione.

W powyzej omawianej czgsci pracy najbardziej fascynujgcy byt watek dotyczace okreslenia prawidtowej
struktury rejonu U41:U81, ktory wykazywat potencjalng mozliwos¢ formowania dwoch alternatywnych
konformagii. Autorka konsekwentnie, stosujac wymienione wyzej techniki, weryfikowata te hipoteze badawcza,

Poczatkowo uzyskane niejednoznaczne wyniki prébkowania strukturalnego uzupetnione zostaty danymi
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uzyskanymi z eksperymentow hydrolizy RNA z wykorzystaniem RNazy H i komplementarnych
oligonukleotydéw DNA, techniki SAXS, analizy widm dichroizmu kotowego oraz analizy zachowawczosci
sekwencji w obrebie 11 wybranych gatunkow ssakow, pozwalajac na wyciggniecie jednoznacznych konkluzji.
Rejon ten, bedacy u czlowieka miejscem wigzania biatka HDM2, okazat sie przyjmowac u myszy konformacje
tozsamg z analogicznym rejonem w ludzkim mRNA. Watek ten doskonale obrazuje dojrzatos¢ badawczag
Autorki oraz jej umiejetnoéé naukowego dochodzenia do wynikéw jednoznacznie weryfikujgcych postawiong
hipoteze badawczg.

W kolejnej czesci pracy Autorka opisata wyniki eksperymentéw majgcych na celu scharakteryzowanie wptywu
diugosci rejonu 5° UTR na proces translacji oraz zbadanie preferencji w wykorzystaniu dwéch alternatywnych
kodonoéw AUG wystepujacych w mRNA p53. Na podstawie uzyskanych wynikow Autorka wywnioskowata ze
w przypadku krétszych z badanych wariantéw, (-122) oraz (-166), inicjacja translacji zachodzi w sposéb
zalezny od kapu, natomiast dtuzszy wariant (-247) podlega inicjacji translacji w sposéb od niego niezalezny.
Wykazata rowniez ze zalezna od stresu regulacja ekspresji biatka p53 realizowana jest poprzez regulacje
aktywnosci translacyjnej mRNA. Co wigcej, okazato si¢ ze proces translacji moze by¢ inicjowany z
wykorzystaniem obu alternatywnych kodonow AUG.

W ostatnia czesci pracy Autorka przedstawia wyniki analizy zachowawczosci sekwencji rejonu 5 mRNA
kodujgcego biatko p53 u myszy w kontekscie istotnosci ewolucyjnej opisanych wczesniej elementow
strukturalnych. Wyniki te zestawione zostaly z analizg znanych motywow RNA wigzacych biatka
zidentyfikowanych w rejonie 5 mRNA.

Uwagi szczegoiowe:

1. W czesci pracy dotyczacej modelowania struktury drugorzedowej zabrakto opisu metod obliczeniowych
zastosowanych do uzyskania przedstawionych modeli. Jakie narzedzia zastosowano oraz w jaki sposob
w tym procesie wykorzystane zostaty uzyskane eksperymentalnie reaktywnosci nukleotydow wzgledem
NMIA i DMS czy tez podatno$¢ na hydrolize indukowang jonami olowiu? Szczegdlnie istotne wydaje sie
to pytanie w kontekscie modelowania rejonu U41:U81.

2. W probkowaniu strukturalnym pierwszego z wariantow rejonu 5" analizowanego mRNA (wariant (-122))
zastosowano jony otowiu, technike SHAPE oraz DMS, jednak dla wariantu (-247) zastosowany juz dwie
techniki (jony otowiu oraz SHAPE) a dla wariantu (-166) jedng (jony ofowiu). Jakie jest uzasadnienie
takiego doboru technik eksperymentalnych i czy zdaniem Autorki mogto to mie¢ wplyw na obserwowane
roznice strukturalne w obrebie wariantu (-166)?

3. W opisie uzyskanych modeli strukturalnych czgsto podnoszona jest kwestia dostepnosci strukturalne;
kodonéw AUG1 oraz AUG2. W tym kontekscie pomocne bytoby szersze przedyskutowanie wptywu

dostepnosci strukturainej kodonu AUG na efektywnosc inicjacji translacji u eukariota.
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4. W opisie modelu strukturalnego uzyskanego dla wariantu (-166) wskazane bytoby przedyskutowanie
potencjalnych konsekwencji funkcjonalnych zwigzanych z obserwowanymi réznicami strukturalnymi
wzgledem pozostatych izoform mRNA.

5. W eksperymentach majgcych zweryfikowa¢ wykorzystanie alternatywnych kodonéw AUG w porcesie
translacji zastosowano zmutowane wersje tych kodonéw pozwalajgce na wytgcznie kazdego z nich
osobno. Dlaczego nie zastosowano podwdjnie zmutowanego mRNA, ktory potwierdzitby efektywnosé
zastosowanego podejscia?

6. Podczas analizy zachowawczosci ewolucyjnej rejonu 5 mRNA p53 w kontekscie zachowawczosci
poszczegélnych motywéw strukturainych wykazano rejony ktore posiadajg wysoce zachowawczg
sekwencje. Czy przeprowadzono réwniez analize¢ kowariancji w celu zglebienia zachowawczo$ci

strukturalnej tego rejonu?

Przedstawione powyzej uwagi w zaden sposéb nie umniejszajg wysokiej jakosci przedstawionej pracy
doktorskiej. Zaprezentowane wyniki badar stanowig spojng catos¢, w kompleksowy sposob charakteryzujgc
strukture oraz funkcjonowanie rejonu 5 mRNA p53 u myszy. Zostaly one opatrzone trafnymi wnioskami i
wyczerpujgco przedyskutowane w odniesieniu do istniejgce] wiedzy, w szczegblnosci dotyczacej rejonu 5
mRNA p53 u cztowieka. Przedstawiona praca doktorska swiadczy o wysokiej dojrzatosci naukowej Autorki
oraz stanowi cenny wklad w badania nad mechanizmami regulacji ekspresji jednego z najistotniejszych dla
medycyny biatek regulatorowych, biatka p53. Opisane w recenzowanej pracy wyniki przyczynig si¢ do
szerszego i efektywniejszego wykorzystania myszy jako organizmu modelowego w badaniach zaburzeh
ekspresji biatka p53. Wyniki przedstawione w pracy prezentowane byly przez Autorke na dwéch konferencjach

naukowych oraz stanowily podstawe trzech publikacji.

W mojej ocenie rozprawa doktorska Pani mgr Joanny Szpotkowskiej speinia wszystkie wymagania,
stawiane rozprawom doktorskim i zwracam si¢ do Rady Instytutu Chemii Bioorganicznej PAN w
Poznaniu o dopuszczenie Pani mgr Joanny Szpotkowskiej do dalszych etapéw przewodu

doktorskiego.

Poznan, 26.08.2020
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