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Wykaz stosowanych skrétow

3'UTR —region nieulegajacy translacji 3’ (ang. 3’ untranslated region)

5'UTR - region nieulegajacy translacji 5’ (ang. 5’ untranslated region)

A —adenozyna

ARCA —analog kapu (ang. anti reverse cap analog)

C — cytydyna

cDNA — DNA komplementarny (ang. complementary DNA)

Cx — cykloheksimid

DNA — kwas deoksyrybonukleinowy

dNTP — trifosforan dowolnego deoksyrybonukleotydu

dsDNA — dwuniciowa czgsteczka DNA (ang. double stranded DNA)

eEF — czynnik elongacyjny (ang. eukaryotic elongation factor)

elF — eukariotyczny czynnik inicjujacy translacje (ang. eukaryotic initiation factor)
G — guanozyna

GDP — guanozynodifosforan

GTP — guanozynotrifosforan

IRES — wewngtrzne miejsce oddzialywania z rybosomem (ang. internal ribosome entry
site)

ITAF — czynnik oddziatujacy z IRES (ang. IRES trans-acting factor)

kDa — kilodaltony

kpz — tysiace par zasad

MRNA — RNA matrycowy (ang. messenger RNA)

NMIA — bezwodnik N-metyloisatoiczny (ang. N-methylisatoic anhydride)

nt —nukleotyd

ORF — otwarta ramka odczytu (ang. open reading frame)

PI1C — rybosomalny kompleks preinicjacyjny (ang. ribosomal preinitiation complex)
pre-mRNA — mRNA prekursorowy (ang. precursor mRNA)

RBP — biatko wigzace RNA (ang. RNA-binding protein)

RNA — kwas rybonukleinowy

rpm — obroty na minut¢ (ang. rotations per minute)
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RRL — lizat z retikulocytow krolika (ang. rabbit reticulocyte lysate)

RT-PCR — odwrotna transkrypcja z nastepujaca po niej fancuchowa reakcja polimerazy
SHAPE - acylacja grup 2'-hydroksylowych analizowana za pomocg reakcji odwrotnej
transkrypcji (ang. selective 2'-hydroxyl acylation analyzed by primer extension)

T — tymidyna

U —urydyna
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Streszczenie

Streszczenie

Biatko p53 jest jednym z gléwnych czynnikéw odpowiedzialnych za regulacje
cyklu komoérkowego i odpowiedz na stres. Gen TP53 ulega ekspresji w postaci co najmniej
dwunastu izoform biatkowych powstajgcych w wyniku wykorzystania alternatywnych
promotoréw transkrypcyjnych, réznych kodondéw inicjacji translacji lub alternatywnego
wycinania intronéw. Co wazne, istnieje coraz wigcej dowodow na to, ze inicjacja translacji
MRNA p53 moze by¢ regulowana przez strukture¢ i dlugo$¢ naturalnie wystepujacych
wariantow regionu terminalnego 5' transkryptow mRNA p53. W regionie tym obecne sa
dwa charakterystyczne motywy strukturalne typu spinki do wlosow: G56-C169, gdzie
zlokalizowany jest kodon AUGI dla biatka p53 i U180-A218, ktory oddziatuje z biatkiem
HDM2 (ang. human double minute 2). Dodatkowo w regionie terminalnym 5" mRNA p53
znaleziono element IRES, ktory bierze udziat w regulacji translacji p53.

W niniejszej rozprawie doktorskiej zastosowano oligonukleotydy antysensowe
posiadajace modyfikacje typu 2'- OMe hybrydyzujace do regionu terminalnego 5" mRNA
p53 w celu okre§lenia roli elementéw strukturalnych w procesie inicjacji translacji
w warunkach stresu komérkowego. Strukturalne zmiany w docelowym RNA wystepujace
po wigzaniu oligomerow monitorowano metodg cigcia RNA indukowanego w obecnosci
jonow Pb*". Wplyw oligomerdow antysensownych na syntez¢ dwoch biatek, petnej dtugosci
p53 i jej izoformy A40p53 analizowano w komodrkach HT-29, MCF-7 i HepGz2,
w warunkach normalnych i pod wptywem stresu, a takze w warunkach in vitro. Wyniki
ujawnily, ze spinka U180-A218 i sasiadujacy jednoniciowy region A219-U228 byly
gtownie odpowiedzialne za wysoka wydajnos¢ translacji IRES-zaleznej w obecnosci
czynnikow stresowych. Motywy te odgrywaja role elementow cis, ktore sg w stanie
modulowaé¢ aktywno$¢ IRES, prawdopodobnie poprzez interakcje z czynnikami
biatkowymi.

W kolejnym podejsciu, translacje wariantow mRNA o zmiennej dtugosci regionow
koncowych p53 1 kodujacyche biatko reporterowe lucyferazy monitorowano w sposob
ciggly in situ w lizacie z retikulocytow kroliczych. Zsyntetyzowano kilka konstruktow
mRNA: w dwoch z nich kontekst strukturalny kodonu inicjacyjnego AUGI1 zostat

14



Streszczenie

zmieniony, podczas gdy w pozostatych dwoch konstruktach zmieniono charakterystyczne
motywy spinki do wlosé6w obecne w regionie koncowym 5" mRNA p53. Dodatkowo
translacj¢ dwoch konstruktow ze zmienionymi motywami Strukturalnymi przeprowadzono
rébwniez w obecno$ci analogu kapu w celu okreslenia funkcji regionu terminalnego
5" w inicjacji translacji niezaleznej od kapu. Szereg czynnikéw strukturalnych zwigzanych
z dlugoscig regionu koncowego 5', stabilnymi elementami struktury drugorzedowej,
srodowiskiem strukturalnym kodonu inicjacyjnego jak i element IRES, znaczaco wplynety
na skanowanie MRNA przez rybosom i wydajnos¢ translacji.

Nastgpnie, po raz pierwszy, okreslono strukture drugorzedowa regionu
terminalnego 5' MRNA A133p53 kodujacego izoformy A133p53 i A160p53. Stosujac
metode SHAPE 1 cigcia RNA w obecnos$ci jondw Pb?*, zdefiniowano strukture
1 zaproponowano model struktury drugorzgdowej regionu niekodujacego 5’ MRNA.
Nastepnie przeprowadzono analiz¢ translacji in vitro z mRNA A133p53 w RRL.
Eksperyment wykazal, Ze translacja in vitro byla inicjowana tylko z kodonu AUG3, dla
A133p53, pomimo obecno$ci dwoch kodonow start. Ponadto badanie translacji in vitro
przeprowadzone w obecnosci analogu kapu wykazato, ze inicjacja translacji zachodzaca

z kodonu AUGS3 jest niezalezna od struktury kap.
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Abstract

Abstract

The p53 protein is one of the major factors responsible for cell cycle regulation and
stress response. The protein is expressed as at least twelve protein isoforms, resulting from
the use of alternative promoters, alternative splicing or downstream initiation codons.
Importantly, there is growing evidence that translation initiation of p53 mMRNA may be
regulated by the structure and length of the naturally occurring variants of the 5'-terminal
region of p53 mMRNA transcripts. In the 5’-terminal region of p53 mRNA, an IRES element
has been found which takes part in the translational regulation of p53 expression. Two
characteristic hairpin motifs are present in this mRNA region: G56-C169, with the first
AUG codon, and U180-A218, which interacts with the HDM2 protein (human homolog of
mouse double minute 2 protein).

In this dissertation, 2’- OMe modified antisense oligomers hybridizing to the
5'-terminal region of p53 mMRNA were applied in order to assess the role of these structural
elements in translation initiation under conditions of cellular stress. Structural changes in
the RNA target occurring upon oligomers’ binding were monitored by the Pb**-induced
cleavage method. The impact of antisense oligomers on the synthesis of two proteins, the
full-length p53 and its isoform A40p53 was analyzed in HT-29, MCF-7 and HepG2 cells,
under normal and stress conditions, as well as in vitro conditions. The results revealed that
the hairpin U180-A218 and adjacent single-stranded region A219-U228 were
predominantly responsible for high efficacy of IRES-mediated translation in the presence
of stress factors. These motifs play a role of cis acting elements which are able to modulate
IRES activity, likely via interactions with protein factors.

In another approach, the translation of mMRNA variants with variable length of the
p53 5’- terminal regions and encoding luciferase reporter protein was monitored
continuously in situ in a rabbit reticulocyte lysate system. Several mMRNA constructs were
syntesized: in two of them, the structural context of AUGLI initiation codon was altered
while in the other two constructs, characteristic hairpin motifs present in the p53
5'- terminal region were changed. Additionally, translation of the two constructs with

changed haripin motifs was also performed in the presence of the cap analogue to test the
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function of the 5'- terminal region in cap-independent translation initiation. Superposition
of several structural factors connected with the length of the 5’- terminal region, stable
elements of the secondary structure, structural environment of the initiation codon and
IRES elements greatly influenced the ribosomal scanning and translation efficiency.
Finally, for the first time, the secondary structure of the 5’ terminal region of mMRNA
A133p53 encoding A133p53 and A160p53 isoforms was determined. Using SHAPE
method and mRNA cleavage in the presence of Pb?*, the structure was defined, and the
secondary structure model of 5’ noncoding region of mMRNA was proposed. Subsequently,
in vitro translation analysis with the A133p53 mRNA was performed in RRL. The
experiment revealed that in vitro translation was initiated only from AUG3 codon, for
A133p53. Moreover, the study performed in the presence of the cap analogue showed that

translation initiation from AUG3 codon is cap-independent.
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1. Wprowadzenie i cel pracy

Badania ostatnich lat przyniosty ogromny postgp w zrozumieniu mechanizmow
rozwoju choréb nowotworowych. Kluczowe znaczenie dla ewentualnej transformacji
nowotworowej ma ekspresja genow kodujacych biatka supresorowe, a zwlaszcza proces
translacji mRNA kodujgcych te biatka (Silvera et al., 2010). Translacja jest procesem
wyjatkowo ztozonym, angazujacym ogromng ilo$¢ czynnikow biatkowych, S$cisle
kontrolowanym za posrednictwem specyficznych sekwencji nukleotydowych oraz struktur
drugorzgdowych znajdujacych si¢ w transkryptach mRNA (Gebauer & Hentze 2004).
Regulacja translacji odbywa si¢ na wszystkich jej etapach, z czego najistotniejszy zdaje si¢
by¢ etap pierwszy — etap inicjacji (Gebauer & Hentze 2004; Jackson et al., 2010).

Inicjacja translacji rozpoczyna si¢ od identyfikacji struktury kap znajdujacej si¢
na koncu 5" mRNA przez kompleks elF4F (ang. eukaryotic translation initiation factor)
(Sonenberg & Hinnebusch 2009). Czynnik eIF4F ufatwia wigzanie si¢ podjednostki
rybosomalnej 40S, wystepujacej w kompleksie preinicjacyjnym 43S PIC (ang. pre-
initiation complex), do 5’ kap mRNA. Czynnik elF4F jest takze odpowiedzialny za
rozplecenie struktur drugorzedowych mMRNA, dzigki aktywnosci helikazowe;.
W konsekwencji mRNA staje si¢ dostepny dla 43S PIC, ktory skanuje czasteczke MRNA
w poszukiwaniu kodonu AUG. Identyfikacja kodonu inicjacyjnego AUG na drodze
skanowania jest dominujagcym mechanizmem inicjacji translacji u organizmow
eukariotycznych (Sonenberg & Hinnebusch 2009; Hinnebusch et al., 2016).

Proces inicjacji translacji zalezny od struktury 5’ kap jest najbardziej wydajnym
mechanizmem syntezy biatek dla wigkszo$ci transkryptéw mRNA obecnych w komorce.
Jednakze efektywno$¢ tego procesu moze zosta¢ obnizona w warunkach stresu
komoérkowego, gdy ograniczona zostaje wigkszos¢ funkcji zyciowych komoérki 1 dochodzi
do zablokowania dziatania kompleksu elF4F. W takiej sytuacji mozliwe jest pominigcie
inicjacji z udziatem 5’ kapu i przeprowadzenie jej za pomoca wyspecjalizowanej struktury,
zwanej wewngetrznym miejscem wigzania rybosomu — IRES (ang. internal ribosome
entry site), ktora rekrutuje malg podjednostke rybosomu do kodonu start
(Pelletier & Sonenberg 1988; Spriggs et al., 2008). Dzi¢ki strukturze IRES mozliwe jest
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zachowanie cigglosci syntezy niektorych biatek bez wzgledu na niekorzystne warunki
fizjologiczne komorki, w szczegolnosci biatek regulujacych cykl komoérkowy, apoptoze,
odpowiedz komorki na warunki stresowe czy proces nowotworzenia.

Biatko p53 znane jest jako niezwykle wazny supresor nowotworowy, uczestniczacy
w kluczowych procesach regulacji cyklu komoérkowego (Lane & Crawford 1979;
Linzer & Levine 1979; Kastan et al., 1991). Dziata ono jako czynnik transkrypcyjny
stymulujac ekspresj¢ gendéw odpowiedzialnych za napraw¢ DNA lub apoptoze
(Kastan et al., 1991). Jednym ze skutkéw mutacji w genie TP53 jest nieprawidtowa jego
ekspresja na poziomie biatka, co prowadzi do zaburzenia przebiegu cyklu komoérkowego,
a w nastepstwie do nowotworzenia. Mutacje w TP53 zostaly znalezione w ponad 50%
ludzkich nowotworow (Lane & Levine 2010).

Ludzki gen TP53 ulega ekspresji w postaci co najmniej 12 roéznych izoform
biatkowych, ktéore powstaja w rezultacie m.in. wykorzystania alternatywnych miejsc
promotorowych transkrypcji, réznych miejsc inicjacji translacji, a takze alternatywnego
splicingu (Khoury & Bourdon 2010). Zaobserwowano, iz synteza poszczegolnych izoform
w komorkach zalezy od rodzaju tkanki, jak i moze by¢ regulowana w réoznych warunkach
stresu komorkowego (Powell et al., 2008; Bourougaa et al., 2010; Marcel et al., 2011).
Co wigcej, badania dowodza, iz izoformy biatka p53 moga miec istotne znaczenie
w regulacji aktywnosci p53 w komorce (Bourdon et al., 2005).

Pierwsza, dobrze scharakteryzowang izoformg biatka p53, powstajaca na drodze
alternatywnej inicjacji translacji, byta izoforma A40p53 (Courtois et al., 2002). Synteza
A40p53 zachodzi z kodonu inicjacyjnego AUG2, znajdujacego si¢ w egzonie 4 genu TP53,
wskutek tego izoforma ta jest skrocona o pierwsze 39 aminokwaséw w stosunku do p53
pelnej dlugosci. Co niezwykle istotne, synteza izoformy A40p53 w warunkach stresu
komorkowego moze zachodzi¢ niezaleznie od struktury 5’ kap, lecz poprzez wiazanie si¢
rybosomu bezposrednio W miejscu inicjacji translacji z wykorzystaniem elementu IRES
(Ray et al., 2006; Candeias et al., 2006).

W obrebie intronu 4 ludzkiego genu TP53 znajduje si¢ miejsce inicjacji transkrypcji
P2. Transkrypt ten koduje kolejne dwie izoformy p53: A133p53, ktorej translacja
rozpoczyna si¢ od kodonu AUG3 oraz A160p53, inicjowanej od kodonu AUG4

(Bourdon et al., 2005; Marcel et al., 2010a). Izoformy te potencjalnie biorg udziat
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W procesie nowotworzenia, jednakze ich biologiczna funkcja nie zostata jak dotad w peni
poznana (Arsic et al., 2015; Gadea et al., 2016).

Proces biosyntezy biatka p53, jak i jego izoform, jest $cisle kontrolowany poprzez
obecnos¢ stabilnych elementéw struktury drugorzedowej, znajdujacych si¢ w obrgbie
regionu niekodujacego 5 mMRNA p53 (Vilborg et al.,, 2010; Gorska et al., 2013ab).
Struktura drugorzedowa tego regionu ma istotny wplyw na migracje¢ kompleksu 43S PIC,
ktory skanuje region terminalny 5’ mRNA w celu identyfikacji kodonu inicjacyjnego AUG
(Leppek et al., 2018). Regiony 5'UTR, wysoce ustrukturyzowane i o duzej stabilno$ci
termodynamicznej moga powodowaé opoznienie skanowania przez kompleks rybosomalny
oraz spadek wydajnosci translacji. Dodatkowo inicjacja translacji izoform p53 moze by¢
takze kontrolowana za posrednictwem elementow IRES, wystepujacych w regionie
terminalnym 5" mRNA p53 (Ray et al., 2006; Candeias et al., 2006). Ponadto wysokie
ustrukturyzowanie regionu 5'UTR wptywa takze na interakcje z biatkami wigzacymi si¢ do
RNA (RBP), co rowniez reguluje inicjacje translacji (Takagi et al., 2005;
Leppek et al., 2018).

Gléwnym celem badah wykonanych w ramach mojej pracy doktorskiej byto
okreslenie wptywu struktury drugorzedowej regionu terminalnego 5’ MRNA ro6znych
transkryptow p53 na proces inicjacji translacji. W trakcie wykonywania niniejszej pracy

doktorskiej realizowatam trzy glowne zadania:

Analiza wplywu struktury drugorzedowej regionu terminalnego 5’ mRNA p53 na
efektywnos¢ syntezy izoform p53 oraz A40p53, z wykorzystaniem oligonukleotydow

antysensowych

W naszym laboratorium zostalo wcze$niej zaprojektowane kilka oligonukleotyddéw
antysensowych wigzacych si¢ efektywnie do regionu terminalnego 5° mRNA p53
(Gorska et al., 2013b). Wykazano, ze oligonukleotydy te, nakierowane na wazne elementy
strukturalne tego regionu, powoduja istotne zmiany w jego strukturze drugorzg¢dowej
w warunkach in vitro, a takze moga powodowa¢ zmiany W efektywnos$ci syntezy biatka
p53 (Gorska et al., 2013b). Celem moich badan byla analiza wptywu wybranych

elementow strukturalnych znajdujacych si¢ w regionie terminalnym 5’ mRNA p53 na
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efektywnos¢ translacji, poprzez zastosowanie oligonukleotydow antysensowych wiazacych
si¢ do tego regionu. Badania zamierzatam przeprowadzi¢ w liniach komoérek ludzkich,
ktore zostaly poddane dziataniu czynnikow stresowych: stresu oksydacyjnego oraz
genotoksycznego. Nastepnie po wprowadzeniu oligonukleotydow zamierzatam zbadac
efektywnos$¢ syntezy biatek p53 1 A40p53 metoda Western blot po to, by okresli¢c wpltyw
elementow strukturalnych obecnych w regionie terminalnym 5’ mRNA p53 na wydajno$¢

translacji.

Okreslenie zaleznoSci pomiedzy szybkoscia skanowania regionu terminalnego
5’ mRNA p53 przez kompleks rybosomalny, a dlugos$cia oraz struktura drugorzedowa

tego regionu

Celem kolejnego etapu moich badan bylo okreSlenie wplywu dlugosci, a takze
struktury drugorzedowej regionu terminalnego 5" mRNA na proces inicjacji translacji,
a w szczegolnosci na proces skanowania mRNA przez rybosomalny kompleks inicjacyjny.
W pierwszym etapie zamierzalam zaprojektowac i przygotowaé warianty Sekwencyjne
regionu terminalnego 5 mRNA p53, poprzedzajace sekwencje kodujaca biatko
reporterowe. Przygotowane warianty miaty postuzy¢ do badania mechanizmu inicjacji
translacji, a przede wszystkim pomiarow szybko$ci migracji kompleksu rybosomalnego
w trakcie skanowania mMRNA. Zamierzatam okresli¢ zalezno$¢ migdzy szybko$cia migracji
kompleksu rybosomalnego, a dtugoscia regionu niekodujacego 5', jego strukturg
drugorzedows i kontekstem strukturalnym, w jakim znajduje si¢ kodon inicjacyjny AUG.
Aby okresli¢ efektywnos$¢ syntezy biatka p53 oraz jego izoformy A40p53 dla otrzymanych
warlantow mRNA pS3 postanowitam zastosowac reakcje translacji
w warunkach in vitro w lizatach z retikulocytow kroliczych. Dodatkowo wykorzystujac
przygotowane konstrukty, zamierzatam zbada¢ wplyw drugorzedowych elementow
strukturalnych RNA na mozliwo$¢ zachodzenia translacji wedtug mechanizmu zaleznego
od elementu IRES. W tym celu planowatam przeprowadzi¢ reakcje¢ inhibicji translacji

in vitro w obecnosci analogu kapu.
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Zbadanie struktury drugorzedowej regionu terminalnego 5’ transkryptu mRNA
A133p53 kodujacego izoformy A133p53 i A160p53 oraz okreslenie wlasciwosci tego

regionu w procesie translacji

Nastepnym celem moich badan bylo scharakteryzowanie struktury drugorzgdowe;j
regionu niekodujacego 5’ transkryptu mRNA powstajacego z miejsca inicjacji transkrypcji
P2. Do badan strukturalnych zamierzatam wykorzysta¢ biochemiczne metody mapowania
struktur RNA in vitro: SHAPE oraz cigcic RNA indukowane w obecnosci jonow Pb(II).
W oparciu o wyniki mapowania, za pomocg programu RNAstructure 5.6, zamierzatam
wygenerowa¢  prawdopodobng  struktur¢  drugorzedowa regionu niekodujacego
5" transkryptu mRNA kodujacego izoformy A133p53 oraz A160p53. Dodatkowo
postanowitam wykona¢ analize¢ efektywnos$ci translacji bialek A133p53 oraz A160p53

w warunkach in vitro w lizatach z retikulocytow kroliczych.
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2. Wstep literaturowy

2.1. Biatko p53- supresor nowotworowy

Biatko p53, powszechnie nazywane ,straznikiem genomu”, jest czynnikiem
transkrypcyjnym niezbg¢dnym do prawidlowego funkcjonowania komorki. Peini niezwykle
istotng role w aktywacji odpowiedzi komorkowej na bodzce stresowe. Stymulujac
ekspresje szeregu gendw odpowiedzialnych m.in. za naprawe DNA, kontrole cyklu
komoérkowego czy apoptoze, biatko p53 jest jednym z najistotniejszych regulatorow
homeostazy komorki jak i catego organizmu (Levine & Oren 2009; Kruiswijk et al., 2015;
Kastenhuber & Lowe 2017).

Ze wzgledu na swoje znaczenie kliniczne biatko p53 juz od blisko 40 lat znajduje
si¢ w centrum zainteresowania naukowcow (Lane & Crawford 1979; Linzer & Levine
1979; Lane & Levine 2010). Duza czg¢$¢ badan dotyczy patogenezy chordb, stanowigcych
jedno z najwigkszych medycznych wyzwan XXI wieku, takich jak nowotwory czy choroby
neurodegeneracyjne. Badania pokazuja, ze pS3 ulega dezaktywacji w ponad 50% ludzkich
nowotworow (Lane & Levine 2010). Gléwna przyczyna sg mutacje wystepujace w genie
TP53 (ang. tumor protein p53), prowadzace do nieprawidtowej jego ekspresji, skutkujace;j
na przyktad destabilizacja struktury biatka p53, co wyklucza jego prawidlowe
funkcjonowanie (Muller & Vousden 2014). Do najczgstszych czynnikéw mutagennych
zaliczamy: promieniowanie UV, czynniki chemiczne, czy tez infekcje patogenne.
Niefunkcjonalne biatko p53, powstale z uszkodzonego genu TP53, prowadzi do
niekontrolowanych podziatow komorek, ktore w przypadku obecnosci prawidlowego
biatka zostatyby skierowane na $ciezkg apoptozy.

Zmiany w genie TP53 wystepuja powszechnie w licznych przypadkach
nowotworow ztosliwych, ze szczegdlnym uwzglednieniem raka pecherza moczowego,
jelita grubego, ptuc i piersi (Olivier et al., 2009). Istniejg coraz mocniejsze dowody na to,
ze w niektorych typach nowotworéw zmiany w p53 zwigzane s3 ze ztym rokowaniem

u pacjentéw. Dysfunkcja biatka p53, spowodowana mutacja germinalng genu TP53
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zwigzana jest z powazng chorobg genetyczng nazwang zespotem Li-Fraumeni
(Li & Fraumeni 1969). Zwicksza ona znaczaco zapadalno$¢ na rézne nowotwory
1 prowadzi do intensywnego rozwoju guzow, gldwnie migsakow, raka piersi, moézgu oraz
nadnerczy. Choroba dotyczy szczegolnie miodych pacjentow, a diagnoza czesto jest
zwigzana Z istotnie krétszym czasem przezycia (Li & Fraumeni 1969).

Badania na myszach wykazaty, ze brak bialka p53, spowodowany usunigciem
mysiego genu Trp53, znacznie zwigkszyl ich podatno$¢ na rozwdj roéznych typow
nowotworow ztosliwych, co pokazuje, ze rola biatka p53 w kancerogenezie jest
ewolucyjnie zachowana (Donehower et al., 1992). Innym eksperymentem potwierdzajacym
powyzsza teze¢ bylo wprowadzenie biatka p53 typu dzikiego do mysiej linii komorkowe;j
biataczki, w wyniku czego nastgpit natychmiastowy spadek zywotnosci komoérek rakowych
(Yonish-Rouach et al., 1999). Badania na kolejnym organizmie modelowym jakim jest
danio pregowany (tac. Danio rerio) potwierdzily, ze mutacja w genie TP53 destabilizuje
kontrole cyklu komoérkowego, uniemozliwiajac jego zatrzymanie, niezaleznie od
zastosowanych czynnikow stresu komorkowego (Storer & Zon 2010). Ze wzgledu na
funkcje biatka p53 w ludzkim organizmie, okreslenie mechanizmow regulujacych synteze

p53 jest niezwykle istotne dla zrozumienia molekularnego podtoza rozwoju nowotworu.

2.1.1. Aktywnosé¢ transkrypcyjna biatka p53

Indukcja aktywnos$ci transkrypcyjnej biatka p53 w komorce zachodzi z chwila
pojawienia si¢ czynnikow wywotujacych stres (Beckerman & Prives 2010). Pod wplywem
stresu komorkowego, takiego jak: stres genotoksyczny, oksydacyjny czy tez termiczny,
biatko p53 ulega potranslacyjnej modyfikacji, a nastgpnie aktywacji (Rys. 1). W przypadku
stresu genotoksycznego (gdy DNA ulega uszkodzeniu) reszty serynowe w pozycjach
15 oraz 37 biatka p53 sg fosforylowane przez kinazy DNA-PK oraz ATM. W konsekwencji
biatko staje si¢ bardziej stabilne, ulega tetrameryzacji 1 akumulacji w komorce.
Tak powstaty tetramer stanowi forme¢ aktywng biatka, ma wyzsze powinowactwo do DNA
1 w konsekwencji uruchamia transkrypcj¢ gendéw odpowiedzialnych za jego naprawe
(Khosravi et al., 1999; Ashcroft et al., 1999). Biatko p53 moze ulega¢ takze innym
potranslacyjnym modyfikacjom takim jak acetylacja, ktora wzmaga aktywacje p53,
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czy tez ubikwitynacja, w efekcie ktorej biatko ulega degradacji (Thompson et al., 2004;
Sakaguchi et al.,, 1998). Wzdér modyfikacji potranslacyjnych biatka p53 rozni sig
w zalezno$ci od stresu komorkowego, co powoduje zrdznicowang aktywnosé
kompleksu biatkowego p53. Modyfikacje potranslacyjne p53 determinujg powinowactwo
do docelowych genéw (Laptenko & Prives 2006; Powell et al., 2008).

Rysunek 1. Schemat aktywacji biatka p53. W wyniku uszkodzenia DNA, biatko p53 zostaje fosforylowane i tworzy
forme tetrameru, ktéra aktywuje transkrypcje genéw docelowych. Nastepnie biatko p53 jest deacetylowane
m.in. przez deacetylazy PID oraz HDAC1 (ang. histone deacetylase 1) i ulega degradacji. Szczegétowy opis w tekscie
(na podstawie Brooks & Gu 2003).

W celu zainicjowania transkrypcji docelowego genu, biatko p53 musi rozpoznaé

i zwigza¢ si¢ do elementdow rozpoznawanych - RE (ang. recognition elements)
(Hoh et al., 2002). Sa to specyficzne sekwencje nukleotydowe znajdujace si¢ w obrebie
genu aktywowanego, stanowigce najczesciej dwukrotnie powtérzony motyw sekwencyjny:
5'- RRRCWWGYYY -3’ (gdzie R oznacza adenin¢ lub guaning, W- adenin¢ lub tyming,
a Y- cytozyng¢ lub tyming) oddzielony 0 0—13 nukleotydow (Rys. 2). Sadzi sig, Ze istnieje
kilka mozliwych mechanizmow, za pomoca ktérych p53 aktywuje transkrypcje genow.
Jeden z nich zaktada, ze region promotorowy genu aktywowanego przez p53 jest
niedostepny dla czynnikow transkrypcyjnych 1 polimerazy RNA. Biatko p53 wiazac si¢ do
elementu RE, rekrutuje czynniki biatkowe remodelujace chromatyng CRF (ang. chromatin
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remodeling factors), a takze bialka takie jak p300 oraz PCAF (ang. P300/CBP-associated
factor), majace aktywnos¢ transacetylazy histonowej HAT (ang. histone transacetylases)
(Rys. 1). Powoduje to udost¢pnienie regionu promotorowego genu dla maszynerii
transkrypcyjnej. Kolejnym mechanizmem aktywacji transkrypcji jest oddziatywanie p53
z kompleksem preinicjacyjnym. Dodatkowo, rekrutacja podstawowych czynnikow
transkrypcyjnych, takich jak TFIIA (ang. transcription factor Il A) i TFIID
(ang. transcription factor 1l D), poprzez bezposrednig interakcje lub indukowanie zmian
konformacyjnych w kompleksach biatkowych, moze prowadzi¢ do aktywacji transkrypcji
gendow docelowych (Hoh et al., 2002; Laptenko & Prives 2006).

|RRRCWWGYYYRRRCWWGYYY

0-

Rysunek 2. Schemat sekwencji RE dla biatka p53. Wielkos¢ liter koresponduje z prawdopodobienstwem wystgpienia
danego nukleotydu. Szczegétowy opis w tekscie (na podstawie Wang et al., 2009).

Szacuje sie, ze biatko p53 odpowiada za kontrole transkrypcji ponad 3600 genow,
ktorych wybrane przyktady przedstawione sg w tabeli 1 (Surget et al., 2013). Najlepiej
zbadanymi procesami komoérkowymi, regulowanymi przez biatko p53 s3 apoptoza oraz
kontrola cyklu komérkowego (Levine & Oren 2009; Olivares-lllana & Fahraeus 2010).
Do genow docelowych biatka p53 inicjujacych apoptoze komoérki nalezg m.in. PUMA
(ang. p53 upregulated modulator of apoptosis) oraz BAX (ang. Bcl-2-associated X protein)
(Miyashita & Reed 1995; Nakano & Vousden 2001). Geny te wchodza w sktad rodziny
Bcl-2 (ang. B-cell lymphoma 2), a syntetyzowane z nich biatka oddziatuja ze soba
1 uczestniczg w przeprowadzaniu apoptozy. Docelowe geny biatka p53, regulujgce procesy
cyklu komorkowego, to m.in. p21 oraz miR-34a (ang. micro RNA 34a). Biatko p21 jest
inhibitorem kinaz zaleznych od cyklin- CDK (ang. cyclin-dependent kinase) i moze

kontrolowa¢ starzenie komorkowe, natomiast miR-34a, oprocz procesu starzenia, reguluje
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takze  zatrzymywanie  cyklu = komodrkowego  (El-Deiry et  al, 1993;
Tokino & Nakamura 2000; Navarro & Lieberman 2015). Mechanizm, za pomoca ktorego
aktywacja p53 moze prowadzi¢ do indukcji okreslonych gendéw powodujacych

zdefiniowane efekty w komorkach wcigz jest intensywnie badany.

Tabela 1. Przyktady najlepiej zbadanych genéw docelowych biatka p53 (na podstawie Fischer 2017).

Nazwa genu Funkcja bialka Proces komorkowy Referencje
BAX komponent szlaku Miyashita & Reed
apoptotycznego 1995
PUMA komponent szlaku apoptoza Nakano &
apoptotycznego Vousden 2001
APAF1 aktywator kaspaz Fortin et al., 2001
PCNA kofaktor polimerazy 8 DNA Saifudeen et al.,
2002
DDB2 komponent szlaku naprawy naprawa DNA Tan & Chu 2002
nukleotydow
RRM2B reduktaza Tanaka et al.,
rybonukleotydowa 2000
GADDA45A komponent szlaku Kastan et al.,
zatrzymania cyklu 1992
komorkowego
P21 inhibitor CDK zatrzymanie El-Deiry et al.,
cyklu 1993
miR-34a RNA niekodujace- miRNA komorkowego Navarro &
Leiberman 2015
SESN2 komponent szlaku mTOR Maiuri et al.,
2009
DRAM1 biatko lizosomalne autofagocytoza Maiuri et al.,
2009
PRKAB1 kinaza biatkowa Feng et al., 2007
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2.1.2. Mutacje w genie TP53

Gen TP53 jest jednym z najczes$ciej mutujagcych gendéw w ludzkim organizmie.
Pomimo  zidentyfikowania ponad 30000 mutacji somatycznych w  TP53
(Olivier et al., 2004; www.p53.iarc.fr), niewiele zostalo doktadnie przebadanych pod katem
ich udzialu w procesie nowotworzenia.

Do najczesciej wystepujacych typow mutacji w genie TP53 nalezg mutacje
punktowe, takie jak substytucje pojedynczych nukleotydow, czy tez delecje wigkszej iloSci
nukleotydéw (Muller & Vousden 2014). Delecje moga prowadzi¢ do przesunigcia ramki
odczytu (ang. frameshift mutation), a w konsekwencji do syntezy niefunkcjonalnego biatka
o zmienionym skladzie amiokwasowym, co jest typowe dla wigkszosci genow
supresorowych. W przypadku TP53 znacznie czgsciej dochodzi jednak do mutacji
punktowych, gdzie substytucji ulega pojedynczy nukleotyd, powodujac wlaczenie innego
aminokwasu w tej pozycji (ang. missense mutation). Mutacje te stanowig okoto 75%
wszystkich zmutowanych form TP53 (Olivier et al., 2004; Muller & Vousden 2014).
Przewazajaca wigkszo$¢ z nich jest skupiona w centralnym regionie genu, w ktéorym
zlokalizowanych jest szes$¢ trojek nukleotydowych, podlegajacych mutacjom z niezwykle
wysokg  czestotliwoscig  (ang. hot spot) (Freed-Pastor &  Prives 2012;
Muller & Vousden 2014). Zmutowane biatko p53 traci swoja funkcje supresora
nowotworowego, a nawet moze zyskac¢ zupetnie nowe funkcje pro-onkogenne (ang. gain of
function) poprzez oddziatywanie z innymi biatkami, a takze poprzez aktywacje ekspresji
nowych genow docelowych. Dodatkowo zmutowane biatko hamuje zdolnos¢ funkcjonalnej
formy p53 do =zapobiegania transformacji nowotworowej. Tworzy ono tetramer
z prawidlowa forma p53 i inhibuje jej dziatanie jako aktywatora transkrypcji genow
i supresora nowotworowego (Freed-Pastor & Prives 2012). Zatem przywrdcenie
prawidtowej funkcji biatka p53 jest najistotniejszym celem badan terapeutycznych.

Rézne typy nowotworow wykazujg odmienny wzor mutacji w genie TP53, a takze
inng ich czgstotliwos¢. Jednym z nowotworow, w ktorym niezwykle czesto wystepuja
mutacje genu, jest surowiczy rak jajnika. Az w 96% przypadkdw tego nowotworu
wystepuje mutacja w genie TP53 (Chambers & Martinez 2012). W nowotworach jelita

grubego mutacja w TP53 wystepuje u okoto 60% pacjentow (Rodrigues et al., 1990).
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Catkowicie odmiennie prezentuje si¢ wzOr mutacji w nowotworach piersi, poniewaz
jedynie w 25% przypadkdéw wystepuje mutacja w genie TP53 (Bourdon 2007).

Konsekwencje pojawiajgcych si¢ mutacji sg zroznicowane 1 majg rozny wpltyw na
procesy komoérkowe (Bourdon 2007). Czesto mutanty p53 sg rozpatrywane w dwoch
kategoriach. Pierwsze, znane jako mutanty kontaktowe, charakteryzuja si¢ zmianami
w obrgbie aminokwasow, ktore ,kontaktuja si¢” z DNA. W rezultacie zapobiegaja
przytaczaniu si¢ zmutowanego biatka p53 do gendéw docelowych. Drugg kategori¢ stanowia
mutacje, ktore wyraznie zmieniajg trzecio- i1 czwartorzgdowg strukture¢ biatka. Takie
zmutowane biatka p53 okreslane sg, jako mutanty konformacyjne (Bourdon 2007;
Freed-Pastor & Prives 2012).

2.1.3. Biatko p53 jako regulator translacji

Rola biatka p53 jako aktywatora transkrypcji zostata dobrze poznana, jednak
dopiero od niedawna badany jest jego udzial w regulacji procesu translacji (Rys. 3).
Wykazano, ze biatko p53 moze kontrolowaé translacje m.in. poprzez oddziatywanie
z czynnikami inicjacji translacji, miRNA (ang. micro RNA) oraz biatkami wigzacymi
RNA — RBPs (ang. RNA binding proteins) (Marcel et al., 2015). Mechanizmy molekularne,
za pomocg ktorych biatko p53 wplywa na translacje poszczegdlnych mRNA, jak i globalng
syntezg biatek, sg intesywnie badane (Marcel et al., 2010b; Marcel et al., 2015).

Biatko p53 moze kontrolowaé translacje mRNA kodujacych RBPs. Ujawniono,
ze w linii komorkowej raka piersi — MCF-7, pod wplywem czynnikéw stresu
genotoksycznego, okoto 100 czgsteczek mRNA kodujacych RBP, moze podlega¢ kontroli
translacji przez biatko p53. Potwierdzeniem tego, jest p53-zalezna inhibicja translacji
transkryptu  DDX17 (ang. DEAD-Box helicase 17), kodujacego helikazg
(Marcel et al., 2015). Co istotne, biatko p53 moze takze dziata¢ jak RBP, kontrolujac
bezposrednio translacje poszczegolnych mRNA. Przykladem jest mRNA FGF2
(ang. human fibroblast groth factor 2), do ktorego biatko p53 wigze si¢ w regionie 5'UTR,
a nastgpnie blokuje jego translacj¢ poprzez uniemozliwienie przylaczenia si¢ rybosomu
(Galy et al., 2001). Kolejnym dowodem jest kontrola translacji mMRNA CDK4 (ang. cyclin
dependent kinase 4). Inhibicja translacji mMRNA CDK4 promuje zatrzymanie cyklu

29



Wstep literaturowy

komoérkowego w fazie Gl, w komorkach nabtonkowych phluc, co moze prowadzi¢ do
nowotworzenia. Jednakze wplyw takiej kontroli translacji na kancerogenezg¢ nie zostat
jeszcze w pelni poznany (Ewen et al., 1995; Marcel et al., 2015).

Biatko p53 ma takze zdolno$¢ do regulacji translacji poszczegdélnych mRNA
w sposob posredni. Przyktadem jest kontrola metylacji rRNA (ang. ribosomal RNA),
wystepujacego w rybosomach (Marcel et al.,, 2013). Regulacja odbywa si¢ poprzez
bezposredniec wigzanie si¢ i zahamowanie ekspresji genu FBL (ang. methyl-transferase
fibrillarin), odpowiedzialnego za metylacjc rRNA. W przypadku, gdy w komorce
wystepuje wadliwe biatko p53, ekspresja genu FBL nie zostaje zahamowana i rRNA ulega
nieprawidlowej metylacji, a w konsekwencji rybosom nie jest w stanie przeprowadzic¢
prawidtowej translacji. Dodatkowo wzrasta poziom inicjacji translacji kap-niezaleznej

onkogenow, co prowadzi do nowotworzenia (Marcel et al., 2015).

RBP <L \ -7 [
miRNA . ’_\A
5" kap 3

5" UTR mRNA

80S

Rybosom

IF
Czynniki transkrypcyjne

Rysunek 3. Funkcja biatka p53 w regulacji translacji. Biatko p53 moze kontrolowac translacje poprzez oddziatywanie
z sekwencja 5'UTR transkryptéow mRNA, z czynnikami inicjacji translacji, przez wigzanie RBP, oddziatywanie z miRNA,
a takze reguluje biogeneze rybosomu. Szczegétowy opis w tekscie (na podstawie Marcel et al., 2015).

Biatko p53 wptywa rowniez na globalng synteze bialek poprzez regulacje
aktywnosci polimeraz RNA niezbgdnych do powstania funcjonalnego rybosomu
(Budde & Grummt 1999). Poprzez modulacj¢ aktywnosci polimeraz RNA, biatko p53
inhibuje transkrypcje gendéw kodujacych komponenty rybosomu. Natomiast, gdy gen TP53
ulegnie mutacji, rybosomy sg poddane niekontrolowanej syntezie, a w konsekwencji

poziom translacji w komoérce wzrasta. Prowadzi to do wzmozonej syntezy takze

30



Wstep literaturowy

onkogenow. To wskazuje, ze deregulacja translacji odgrywa kluczowa role w procesie

nowotworzenia (Loayza-Puch et al., 2013; Marcel et al., 2015).

2.1.4. Regulacja aktywnosci biatka p53

Istnieje wiele mechanizméw kontroli aktywnosci biatka p53 w komorce. Glownym
antagonistg p53 jest biatko HDM2 (ang. Human double minute 2), znane rowniez jako
ligaza ubikwitynowa E3 (Momand et al., 1992; Yang et al, 2004). Regulacja p53 przez
HDM?2 moze odbywac si¢ na kilka sposobow. Jednym z nich jest wigzanie si¢ do domeny
transaktywacyjnej p53, a tym samym hamowanie jego zdolnosci do promowania
transkrypcji poprzez blokowanie oddziatywania z maszynerig transkrypcyjng. Dodatkowo
HDM?2 moze powodowaé degradacje p53 (Kussie et al., 1996; Michael & Oren 2003).
Ubikwitynujac reszty lizynowe, HDM2 inicjuje proces degradacji p53, dzicki czemu w
komorkach nie poddanych dzialaniu czynnikéw stresowych biatko p53 jest utrzymywane
na niskim poziomie i ma okres poltrwania zaledwie od 5 do 30 minut
(Moll & Petrenko 2003). Jednakze, kiedy w warunkach stresu komoérkowego niezbedna jest
akumulacja p53, interakcja pomiedzy biatkami musi zosta¢ przerwana. Fosforylacja reszty
serynowej w pozycji 15 i reszty treoninowej w pozycji 18 biatka p53 powoduje
zmniejszenie powinowactwa do HDM2. Zmniejszone powinowactwo bialek moze by¢
takze spowodowane przez potranslacyjne modyfikacje biatka HDM?2. Prowadzi to do
uwolnienia p53, jego zahamowanej degradacji i akumulacji w komorce. Modyfikacje
HDM2 obejmuja gtoéwnie fosforylacje reszty serynowej w pozycji 395 oraz tyrozynowej
w pozycji 394 (Rys. 4) (Yang et al., 2004).

Ekspresja genu HDM2 moze takze podlegaé regulacji przez biatko p53. Interakcja
biatka p53 z dwoma sasiadujacymi elementami sekwencyjnymi RE, obecnymi w genie
HDM2, promuje transkrypcj¢ HDM2 (Michael & Oren 2003). W konsekwencji, dochodzi
do zwiekszonej syntezy biatka HDM2, ktore wigze si¢ z pS3 i zmniejsza jego zdolnos$¢ do
stymulacji ekspresji genu HDM2. W ten sposob biatka p53 i HDM2 wzajemnie oddziatujac
tworzg regulacyjna petle sprzezenia zwrotnego (Wu et al., 1993; Moll & Petrenko 2003).

Niezwykle istotna jest regulacja ilosci biatka p53 w komorce na poziomie translacji

jego mRNA (Mosner et al., 1995; Takagi et al., 2005). Ujawniono, ze biatko rybosomalne
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RPL26 (ang. ribosomal protein 26) ma kluczowy wplyw na translacjc mRNA p53
(Takagi et al., 2005; Chen & Kastan 2010). Zaobserwowano, ze w komorkach poddanych
promieniowaniu jonizujgcemu, prowadzgcego do zniszczenia DNA, RPL26 przylagcza si¢
do 5UTR mRNA p53 i stymuluje jego translacje. Akumulacja i aktywacja biatka p53
prowadzi do zatrzymania wzrostu i apoptozy komorki. Co ciekawe, biatkko RPL26 ma
istotnie wigkszy wptyw na translacjg mRNA p53 typu dzikiego niz na mRNA p53
posiadajagcego mutacje. Ponadto zobserwowano, ze mutacje w genie RPL26 powoduja
kancerogeneze jak i anemig, co podkresla kluczowa role bialka RPL26 w stymulacji
aktywnosci anty-nowotworowe;j biatka  p53 (Takagi et al, 2005;
Chen & Kastan 2010; Gazda et al., 2012). Dodatkowo p53 ma zdolno$¢ do autoregulacji
ekspresji. Poprzez oddzialywanie z wlasnym transkryptem mRNA, z regionem 5'UTR,

regulowany jest proces jego translacji (Mosner et al., 1995).

degradacja
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Rysunek 4. Schemat regulacji p53 przez biatko HDM2. HDM2 hamuje aktywnos¢ p53, poprzez jego ubikwitynacje

> > ©

i degradacje. Fosforylacja HDM2 i p53 wstrzymuje interakcje pomiedzy biatkami (na podstawie Moll & Petrenko
2003).

Szczegolnie ciekawym przykiladem kontroli poziomu p53 w komorce jest interakcja

z jego naturalnym, antysensowym transkryptem — Wrap53. Wykazano, ze trankrypty RNA

32



Wstep literaturowy

Wrap53 i p53 oddziatuja ze soba poprzez nachodzace na siebie, w petni komplementarne
sekwencje. Egzon 1 mRNA Wrap53 wigze si¢ do egzonu 1 mRNA p53,
w regionie 5'UTR. W konsekwencji, pozytywnie stymulowana jest translacja biatka p53
(Mahmoudi et al., 2009).

2.2. Organizacja i ekspresja genu TP53

Gen TP53 jest wysoce zakonserwowany ws$rod organizméw eukariotycznych.
U cztowieka znajduje si¢ on na chromosomie 17 (17p13.1) (Lane et al., 2010) 1 sktada si¢
z okoto 20 000 par zasad, wsérdd ktorych mozemy wyrdzni¢ 11 egzondéw i1 10 introndw.
Egzon pierwszy i cz¢$¢ egzonu drugiego stanowig region nieulegajacy translacji 5’ (5'UTR,
ang. 5’ untranslated region), natomiast wigksza cz¢$¢ egzonu 11 stanowi 3'UTR (ang. 3’
untranslated region).

W latach 80 ubiegtego wieku zaobserwowano, ze z genu TP53 moga powstawac
skrocone warianty mRNA, z ktorych syntetyzowane sa odmienne biatka. Doprowadzito to
do powstania teorii o wystepowaniu kilku izoform biatka p53. Kolejne lata badan nad
ekspresja genu TP53 dowiodly, iz w rezultacie wykorzystania réznych promotoréw
transkrypcyjnych, roéznych miejsc inicjacji translacji oraz alternatywnego splicingu,
mozliwa jest synteza wielu izoform biatka p53. Jak dotad, zostato zidentyfikowanych

az 12 izoform.
2.2.1. Alternatywne miejsca inicjacji transkrypcji genu TP53

Poczatkowo uwazano, ze miejsce inicjacji transkrypcji PO znajdujace si¢ w egzonie
1 genu TP53 jest jedynym promotorem transkrypcyjnym. Obecnie znanych jest
przynajmniej 5 miejsc promotorowych: PO, P1 i P1'" mieszczacych si¢ w egzonie 1,
P1" oraz P2 potozonych odpowiednio w intronach 2 i 4 (Rys. 5). Rdézne polozenie
promotoréw w regionie terminalnym 5’ genu TP53 sprawia, Zze generowane sg transkrypty
RNA o odmiennej dlugos$ci. Z miejsca inicjacji transkrypcji PO, potozonego najblizej konca

5, powstaje transkrypt o najdluzszym 5'UTR — 248 nukleotydow, natomiast z promotora
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P1 transkrypt o dlugosci 5’'UTR réwnej 144 nt. Pomigdzy PO i P1 znajduje si¢ promotor
P1’, dlugos¢ S5'UTR dla transkryptu rozpoczynajacego si¢ od tego promotora
wynosi 190 nt (Tuck & Crawford 1989; Strudwick et al., 2003). Funkcja transkryptu
powstalego z promotora P1™ nie zostata jak dotad okreslona. Pomimo wyst¢powania
w komorkach transkryptow o roznej dhugosci, w przewazajacej wigkszosci biatko p53
w tkankach prawidlowych jest syntetyzowane z transkryptu inicjowanego
z promotora PO (Strudwick et al., 2003).

PO

P1’

P1
AJG1 AUG2 AUG3 AUG4 izoformy p53 skrocone z C-konca: q, B, y
(053) (A40p53) (A133p53) (A160p53)

Rysunek 5. Struktura genu TP53. W egzonie pierwszym zlokalizowane s3 trzy miejsca inicjacji transkrypcji: PO, P1, P1’,
w intronach 1 oraz 4 wystepuja odpowiednio regiony promotorowe P i p2. Kodony inicjacji translacji dla biatek p53,
A40p53, A133p53 | A160p53 znajdujg sie odpowiednio w egzonach 2, 4 i 5. Na rycinie zaznaczono takze warianty
splicingowe egzonu 9. Szczeg6towy opis w tekscie (na podstawie Swiatkowska et al., 2016).

[lo$¢ roznych transkryptow mMRNA p53 w poszczegoélnych typach komorek moze
znacznie odbiega¢ od siebie (Strudwick et al., 2003). Dodatkowo, zaobserwowano duza
rozbiezno$¢ w wystepowaniu transkryptoéw p53 miedzy rakowymi a zdrowymi liniami
komoérkowymi. Komorki nie rakowe cechuja si¢ wystepowaniem glownie transkryptow
inicjowanych z promotorow PO oraz P1'. Natomiast transkrypty zainicjowane z promotora
P1 pojawiaja si¢ w liniach komorkowych nowotworowych: MCF-7, H460 i MSK-Leuk1
lub nienowotworowych unie$miertelnionych liniach komodrkowych takich jak BEAS-2B

(Strudwick et al., 2003; Swiatkowska et al., 2016).

2.2.2. Kodony inicjacji translacji AUG

Regulacja ekspresji genu TP53 moze odbywac si¢ nie tylko poprzez wykorzystanie

réznych promotoréw transkrypcyjnych, lecz takze na poziomie translacji. Wystepowanie
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kilku kodonéw AUG w mRNA p53 powoduje synteze izoform biatkowych skréconych
z konca aminowego (Rys. 5, 7). Do izoform najliczniej wystepujacych w komorkach
ludzkich nalezg p53 pelnej dlugosci oraz izoforma A40p53 pozbawiona pierwszych
39 aminokwasow. Kodon AUGI inicjujacy synteze p5S3 znajduje si¢ w egzonie 2 genu
TP53, natomiast kodon AUG2 dla izoformy A40p53 zlokalizowany jest
w egzonie 4 (Rys. 5) (Bourdon et al., 2005). W dalszej czesci genu, w egzonie 5, wykazano
obecno$¢ kolejnych kodondw inicjacyjnych — AUG3 i AUG4. Z kodonu AUG3 zachodzi
synteza izoformy A133p53, skroconej o pierwsze 132 aminokwasy, tymczasem od
oddalonego o 84 nukleotydy, kodonu inicjacyjnego AUG4 generowana jest izoforma
A160p53 (Bourdon et al., 2005; Marcel et al., 2010a).

Postuluje si¢, ze inicjacja translacji mRNA p53 moze przebiega¢ takze niezaleznie
od struktury kap, lecz z wykorzystaniem elementu wewnetrznego wigzania
rybosomu — IRES (ang. internal ribosome entry site) (Candeias et al, 2006;
Yang et al.,, 2006). Jest to eclement struktury drugorzedowej mRNA, do ktorego
bezposrednio wigze si¢ rybosom i rozpoczyna identyfikacje kodonu inicjacyjnego (Rys. 6)
(Pelletier & Sonenberg 1988). Mechanizm IRES-zaleznej translacji jest aktywny glownie
w komorkach poddanych dziataniu czynnikéw stresowych. W takich warunkach
kap-zalezna inicjacja translacji zostaje zahamowana z powodu braku stabilno$ci kompleksu
preinicjacyjnego wywotanego m.in. przez fosforylacje czynnikow inicjacji translacji
(Grover et al., 2009). Co ciekawe, szacuje si¢, ze okoto 10% wszystkich komdérkowych
mMRNA posiada w regionie terminalnym 5’ elementy IRES (Candeias et al, 2006).

Wyniki badan nad mechanizmem translacji mRNA p53 przeprowadzone przez
Candeias i wspotpracownikow sugeruja, ze IRES zlokalizowany jest w obrebie
nukleotydéow +1 do +120 sekwencji kodujagcej mRNA p53 (Candeias et al, 2006).
Wskazuje to na syntez¢ izoformy A40p53 w sposob zalezny od elementu IRES. Ponadto,
badania in vitro inhibicji syntezy bialek p53 i A40p53 w obecnosci wolnego analogu kapu
wykazaty, ze inicjacja translacji rozpoczynajaca si¢ od AUGI1 jest zahamowana, podczas
gdy zachodzaca z kodonu AUG2 jest tylko nieznacznie obnizona. TO wskazuje
na kap-niezalezny przebieg translacji z kodonu AUG2 dla izoformy A40p53 (Gorska et al.,
2013). Dodatkowo, wysoka zawartos¢ par GC w regionie S'UTR mRNA p53 i obecno$¢

termodynamicznie stabilnych struktur spinki do wlosow wspierajg hipotez¢ wystgpowania
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elementu IRES (Blaszczyk & Ciesiolka 2011). Co wigcej, usunigcie niektérych elementow
strukturalnych z regionu terminalnego 5 mMRNA p53 powoduje zahamowanie
IRES-zaleznej translacji, co sugeruje, ze motywy typu spinki do wlosow znajdujace si¢
W  tym  regionie odpowiadaja za  translacje  niezalezng od  kapu

(Zydowicz-Machtel et al., 2018).

Translacja kap-zalezna

l&’&, A40p53,
AUG1 AUG2
KAP .~ ]
—) -
438 PI' SKANOWANIE v P' SKANOWANIE
W PRZECIEKOWE W
LUB REINICJACJA
(mRNA z intronem 2)
Translacja IRES-zalezna
|@> A40p53
AUG1 AUG2
KAP
IRES IRES

{ ITAFs/ f ITAFs/

Rysunek 6. Inicjacja translacji zaleznej od struktury kapu i elementu IRES dla petnej diugosci p53 oraz izoformy
A40p53. W translacji kap-zaleznej, 43S PIC skanuje region terminalny 5 ‘mRNA p53 w poszukiwaniu pierwszego
kodonu inicjacyjnego dla biatka p53 o petnej dtugosci. Skanowanie przeciekowe lub reinicjacja umozliwiajg inicjacje
translacji z AUG2 dla A40p53. Translacja IRES-zalezna dla biatek: p53 i A40p53, opiera sie na rozpoznaniu motywow
strukturalnych regionu terminalnego 5 mRNA p53 przez rybosomalny kompleks inicjacyjny. Proces ten wspierany jest
przez czynniki pomocnicze, ITAF (na podstawie Swiatkowska et al., 2016).
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2.2.3. Warianty splicingowe biatka p53

Pierwsze doniesienia literaturowe na temat alternatywnego splicingu mRNA p53
pojawity si¢ w poznych latach 80-tych wubiegtego wieku (Arai et al., 1986;
Joruiz & Bourdon 2016). Poczatkowo zaobserwowano zjawisko alternatywnego wycinania
intrond6w u myszy, gdzie po transfekcji komorek mysim Trp53 wykryto biatka rdznigce si¢
sktadem aminokwasowym na koncu karboksylowym (Arai et al., 1986). W po6zniejszych
latach zjawisko to zostalo odkryte rowniez u czlowieka. Obecnie wiadomo jest,
ze alternatywny splicing egzonu 9 prowadzi do powstania izoform biatkowych a, B oraz y
(Rys. 7) (Flaman et al., 1996; Surget et al., 2013). Poprzez catkowite wyciecie intronu 9
powstaje forma o o najdtuzszym koncu karboksylowym. Niepelne wycigcie intronu 9, jak
i znajdujace si¢ w intronie kodony stop, prowadza do powstania izoform B oraz v,
krétszych odpowiednio o 76 oraz 71 aminokwasow. Przypuszcza sig, ze izoformy te moga
posiada¢ odmienng od formy a funkcj¢ w komorce, jednakze molekularne podloze
alternatywnego splicingu intronu 9 mRNA p53 wcigz pozostaje niewyjasnione
(Surget et al., 2013).

Co ciekawe, alternatywny splicing zaobserwowano rowniez w przypadku intronu 2.
Gdy dochodzi do niepelnego wycigcia intronu 2, w ktorym znajduja si¢ trzy kodony
terminacji  translacji, z kodonu AUGI1 syntetyzowane jest skrocone biatko.
Nastepnie, dochodzi do reinicjacji translacji z kodonu AUG2 prowadzacej do powstania
izoformy A40p53 pozbawionej pierwszych 39 aminokwasow (Ghosh et al., 2004,
Marcel & Hainaut 2009).

Izoformy biatka p53 skrocone z konca karboksylowego charakteryzuja si¢ rozng
lokalizacja subkomoérkowa (Bourdon et al., 2005). W wigkszosci komoérek p53, A133p53
oraz p53p znajduja si¢ gtownie w jadrze komorkowym, lecz mozliwe jest wykrycie ich
niewielkiej ilo$ci réwniez w cytoplazmie. Izoforma p53y moze by¢ zlokalizowana zaréwno
w jadrze jak i cytoplazmie, natomiast izoforma A133p53y wystgpuje jedynie
w cytoplazmie. Zrdéznicowane wystepowanie izoform skroconych z konca karboksylowego
wskazuje, ze C-terminalne aminokwasy moga determinowac¢ lokalizacj¢ subkomorkowa

tych izoform (Bourdon et al., 2005).
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2.3. Budowa biatka p53

Gen TP53 koduje biatko zawierajace 393 aminokwasy, sktadajace si¢ z siedmiu
domen funkcjonalnych (Janicke et al., 2009; Marcel et al., 2013; Surget et al., 2013).
Biatko p53 zawiera N-koncowsg domene transaktywacyjng (TAD, ang. transactivation
domain), domen¢ bogata w proliny (PXXP), centralnic zlokalizowana domen¢ wigzaca
DNA (DBD, ang. DNA binding domain), domeng lokalizacji jadrowej (NLS, ang. nuclear
localization signal), domene¢ oligomeryzacyjng (OD, ang. oligomerization domain) oraz
C-koncowa domene¢ negatywnej regulacji (ang. negative-regulation domain)
(Surget et al., 2013) (Rys. 7). Na podstawie migracji w zelu poliakryloamidowym
oszacowano wielko$¢ biatka p53 na 53 kDa (skad nazwa biatka), cho¢ jego faktyczna masa
czasteczkowa wynosi 43,7 kDa. Przypuszczalnie, taka migracja jest konsekwencja duzej
zawarto$ci reszt proliny (Levine & Oren 2009).

N-koncowa domena transaktywacyjna, TAD, jest niezbedna do prawidlowej
aktywacji transkrypcji genéw, regulowanych przez biatko p53 (Marcel et al., 2013;
Surget et al., 2013). Sktada si¢ z dwoch roéznych poddomen: TADI1, ktora obejmuje
aminokwasy od 1 do 42 1 TAD2, ktéra obejmuje aminokwasy od 43 do 63. Badania
wykazaty, ze cztery hydrofobowe aminokwasy: leucyna w pozycji 22, tryptofan w pozycji
23, tryptofan w pozycji 53 oraz fenyloalanina w pozycji 54 sa szczegdlnie istotne dla
zachowania transaktywacyjnej funkcji biatka p53 (Freed-Pastor & Prives 2012).
Ponadto, domena ta stanowi miejsce oddziatywania z biatkami regulatorowymi,
takimi jak: acetylaza p300 czy ubikwitynaza HDM2. Wiazac si¢ do TAD1, biatko HDM2
inhibuje oddzialywanie bialka p53 z genem docelowym 1 czynnikami inicjacji transkrypcji
powodujac zahamowanie aktywnosci transkrypcyjnej biatka p53
(Freed-Pastor & Prives 2012).

Domena wigzaca DNA, DBD, obejmujaca aminokwasy od 102 do 306, jest
najbardziej zachowang ewolucyjnie domeng biatka p53 (Joruiz & Bourdon 2016).
Jej wysoce zakonserwowane cysteiny oraz histydyny wiaza koordynacyjnie jony Zn®*
i Mgz+, niezbedne do utrzymania prawidtowej struktury biatka oraz zdolno$ci wigzania
DNA (Pavletich et al., 1993; Joruiz & Bourdon 2016). Dodatkowo domena ta moze
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podlega¢ acetylacji w warunkach stresu genotoksycznego uszkadzajacego DNA.
Acetylowana jest reszta lizynowa w pozycji 120, aminokwas podlegajacy czgstej mutacji.
Zmiana z lizyny na argining wyklucza mozliwo$¢ acetylacji i w rezultacie nie jest
aktywowana $ciezka apoptozy zwigzanej z p53. Ta mutacja jest bardzo czesta w ludzkich
nowotworach. Wigkszo$¢ mutacji w p53 to mutacje punktowe, skupione w domenie
wigzace] DNA (Sykes et al., 2006). Dodatkowo, domena ta stanowi miejsce wigzania
biatka HDM2. Oddziatywanie N-terminalnego konca biatka HDM2
z aminokwasami w pozycjach od 234 do 286 jest niezbe¢dne do prawidtowej ubikwitynacji

biatka p53 (Poyurovsky et al. 2010).

AUGH TAD1 TAD2 PXXP DBD NLS oD CTD NEG
ps3a [ [ ] I
AUG2
Aops3a [ T [
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A133p53a | I
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A160p53a | |
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ps3p [ [
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nops3p [
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I
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A133p53B |
I
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A160p33p
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ps3v[ [ [
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Adopszy [ ]

AUG3

I
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A133p53y | |
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A160p53y |

1 1 A

Rysunek 7. Ilzoformy biatka p53 wraz 2z zaznaczonymi domenami. Szczegétowy opis w tekscie
(na podstawie Surget et al., 2013).

Wysoce zakonserwowana domena lokalizacji jadrowej, NLS, jest bogata w leucyny
1 obejmuje aminokwasy od 316 do 325. Odpowiada za migracje zsyntetyzowanego biatka

pS3 z cytoplazmy do jadra komoérkowego. Zdolno$¢ do zatrzymania p53 w jadrze ma
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kluczowe znaczenie dla komorki, gdyz tylko biatko w nim zlokalizowane jest aktywne
i moze petli¢ funkcje regulatorowa w odpowiedzi na czynniki stresowe
(Stommel et al., 1999).

Za aktywacje transkrypcyjnej funkcji biatka p53 odpowiada domena
oligomeryzacyjna — OD. Obejmuje ona aminokwasy od 307 do 355 i posredniczy
w tworzeniu IV-rzgdowej struktury biatka w formie tetrameru. Monomery biatkowe tacza
si¢ ze sobg poprzez domen¢ oligomeryzacyjng stanowigc forme¢ dimeru, natomiast dwa
oddziatujace ze sobag dimery tworzg tetramer o strukturze nazywanej peczkiem helis
(ang. helix bundle) (Rustandi et al., 2000).

C-koncowa domena negatywnej regulacji, nazywana réwniez C-koncowsg
domeng — CTD (ang. C-terminal domain), obejmuje aminokwasy od 363 do 393. Podlega
ona wielu modyfikacjom potranslacyjnym, gtownie fosforylacji, stabilizujacej biatko oraz
ubikwitynacji regulujacej ilo$¢ p53 w komorce. Wysoka zawarto$¢ reszt serynowych
i lizynowych sprawia, ze region ten podlega licznym modyfikacjom. Co wiecej, domena ta
ma istotne znaczenie dla aktywnosci transkrypcyjnej biatka p53 poprzez zwickszanie jego
powinowactwa do specyficznych sekwencji RE docelowego genu (Surget et al., 2013).
Co istotne, dowiedziono, ze biatko HDM2 moze réwniez bezposrednio oddzialywaé
z domeng CTD (Poyurovsky et al., 2010). Postuluje si¢, ze interakcja pomigdzy tg domena,
a N-koncowym regionem biatkka HDM2, utatwia zmiane¢ struktury HDM2 do formy
otwartej i1 stymuluje wigzanie si¢ do TADI. Formowanie si¢ takiego kompleksu jest
regulowane przez modyfikacje potranslacyjne w C-terminalnym koncu biatka p53.
Prawdopodobnie modyfikacje przerywaja interakcje nie tylko z HDM2, lecz takze
zmieniaja 0golng strukture biatka, uniemozliwiajac réwniez oddziatlywanie HDM2 z TADI

(Poyurovsky et al., 2010).

2.4. 1zoforma A40p53

Izoforma A40pS3 byta pierwsza odkrytg izoforma biatka p53 u czlowieka
(Courtois et al., 2002). Nazywana jest rowniez p47 ze wzgledu na jej mas¢ 47 kDa, a takze
ANp53, poniewaz poczatkowo sadzono, ze A40p53 jest jedyng izoforma biatka p53
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skrocong z konca aminowego. A40p53 pozbawiona jest domeny transaktywacyjnej, zatem
jej zdolno$¢ do aktywacji transkrypcji gendow jest ograniczona. Ponadto nieobecnos¢ tej
domeny uniemozliwia roéwniez oddzialywanie z bialkiem HDM2, a w konsekwencji
sprawia, ze izoforma nie jest degradowana przez proteasom, w przeciwienstwie do p53.
Dzigki temu, okres poltrwania A40p53 w komodrce jest znacznie diuzszy
I wynosi 9,5 godziny (Marcel & Hainaut 2009). Podobnie jak p53, izoforma A40p53
posiada domen¢ DBD, dzigki ktérej ma zdolnos¢ do wigzania DNA. Jednakze brak konca
aminowego, umozliwiajgcego rekrutacje czynnikow remodelujagcych chromatyne,
nie pozwala A40p53 na rownie efektywne regulowanie ekspresji  gendw
(Courtois et al., 2002; Powell et al., 2008; Olivares-1llana & Fahraeus 2010).

2.4.1. Synteza izoformy A40p53

Zaproponowano kilka mechanizméw syntezy izoformy A40p53. Jednym z nich
jest translacja izoformy rozpoczynajaca si¢ bezposrednio od kodonu AUG2 z udzialem
elementu IRES. Pierwsze doniesienia literaturowe na temat wewngetrznej inicjacji translacji
zostaty przedstawione w 1987 roku, kiedy wysoce zakonserwowana sekwencja Kozak
(konsensus -GCC GCC (A/G)CC ATG G) zostata zidentyfikowana w obrebie kodonu 40
(Kozak 1987; Rovinski et al., 1987). W tym samym roku pojawily si¢ dowody na istnienie
alternatywnego splicingu intronu 2 (Matlashewski et al., 1987). Po analizie danych
uzyskanych z biblioteki cDNA (ang. complementary DNA) ludzkich fibroblastow napletka,
wykryto mRNA genu TP53 zawierajgce intron 2. W kolejnych latach udowodniono,
ze 1zoforma A40p53 moze by¢ generowana z transkryptu posiadajgcego intron 2, a takze,
ze translacja zachodzaca z kodonu AUG2 moze przebiega¢ w sposdéb IRES-zalezny
(Candeias et al., 2006; Ray et al., 2006).

Najnowsze badania wykazaty, ze izoforma A40p53 moze powstawaé takze
na drodze cigcia biatka p53 przez proteasom 20S (Solomon et al., 2017). Okazalo sig,
ze proteasom 20S nie degraduje p53 do konca, lecz tnie biatko doktadnie w pozycji 40,
wytwarzajac produkt o takiej samej sekwencji aminokwasowej jak A40p53. Dodatkowo

ujawniono, ze w warunkach stresu oksydacyjnego zwigksza si¢ ilos¢ izoformy A40p53
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powstatej na drodze cigcia proteolitycznego, co prowadzi do atenuacji aktywnosci
transkrypcyjnej p53 (Solomon et al., 2017).

W ostatnich latach zaproponowano, ze drugorzgdowa struktura RNA, taka jak
G-kwadrupleks, moze pehi¢ istotng role¢ w regulowaniu splicingu (Marcel et al., 2011).
Jest to struktura powstajaca z powodu z duzej zawarto$ci reszt guanozyny, ktore w wyniku
oddziatywania tworza cztero-niciowa strukture. Zaobserwowano, ze w intronie 3 genu
TP53 znajduje si¢ sekwencja nukleotydowa bogata w zasady guaninowe, ktora moze
formowaé¢ G-kwadrupleks (Rys. 8). Motywy G-kwadrupleksu moga kontrolowa¢ synteze
A40p53 poprzez stymulacje pelnego wycinania intronu 2, przy czym mutacje tego motywu
powoduja zachowanie intronu 2 i prowadza do syntezy mMRNA A40p53
(Marcel et al., 2011).

5!
3’

INTRON 3
UAAGGAGAAGGGUUGGGCUGGGACCUGGAGGGCUGGGGGGEGCUGGGEGGECUGAGGACCUGGUCCUCUGAC

Rysunek 8. Schematyczne przedstawienie struktury kwadrupleksu odcinkéw sekwencji nukleotydowej bogatych
w guanozyny w intronie 3 genu TP53. Sekwencja egzonu 3 zaznaczona jest na pomaranczowo, sekwencja intronu
oznaczona jest kolorem czarnym, a powtdrzenia guanozyn kolorem rézowym. Szczegétowy opis w tekscie
(na podstawie Marcel et al., 2011).

Poczatkowo twierdzono, ze proces translacji zachodzacy od kodonu AUG2,
dla izoformy A40p53, nie jest indukowany w odpowiedzi na czynniki stresowe
(Courtois et al., 2002). Jednakze dalsze badania udowodnily aktywacje kap-niezaleznej
translacji zachodzacej z kodonu AUG2 w odpowiedzi na stres siateczki srodplazmatycznej

(ang. endoplasmic  reticulum)  wywotany  tapsygarging i  tunikamycyng
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(Schroder & Kaufman 2005; Bourougaa et al., 2010). Ponadto, kolejne badania wykazaly
wzrost syntezy A40p53 wywotany poprzez stres gltodu, zwigzany z obnizeniem zawartosci
substancji odzywczych w komorce (Khan et al.,, 2015). Wzrost syntezy A40p53
spowodowany moze by¢ réwniez czynnikami stresu genotoksycznego, ktére stymulujg

akumulacje tej izoformy w komorce (Powell et al., 2008).

2.4.2. Rola kompleksu biatek A40p53 i p53

Izoforma A40p53 moze tworzy¢ oligomery z bialkiem p53 (Ghosh et al., 2004;
Powell et al., 2008). Oddziatujac z C-terminalng domeng oligomeryzacyjng biatka p53,
A40p53 tworzy kompleksy heterooligomeréow z p53, a takze homooligomerow
z samym sobg (Rys. 9) (Ghosh et al., 2004; Grover et al., 2009). Zaproponowano réwniez,
ze A40p53 moze kontrolowaé degradacje oraz ubikwitynacj¢ pS3, poprzez ostabienie jego
oddziatywania z HDM2 (Ghosh et al., 2004). Tworzac heterotetramery z p53, A40p53
uniemozliwia wigzanie si¢ do genu HDM2 i aktywacje jego transkrypcji, co skutkuje

obnizong syntezg HDM2 (Ghosh et al., 2004; Grover et al., 2009).

— P53 J—. A40p53
AUGH / A&L p53 mRNA

80S 80S

! |

HDM2 mRNA

i
]

80S < | D I

- wyzsza stabilnos¢
- zmieniona indukcja genéw docelowych
- zroznicowany profil modyfikacji potranslacyjnych

Rysunek 9. Wptyw izoformy A40p53 na aktywnos$¢ biatka p53. Szczegétowy opis w tekscie

(na podstawie Grover et al., 2009).
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Wykazano, ze izoforma A40p53 moze hamowaé zdolno$¢ biatka p53
do transaktywacji genéw docelowych (Rys. 9). Modulacja moze odbywaé si¢ poprzez
bezposrednic wigzanie A40p53 z genami aktywowanymi przez p53, co nie powoduje
aktywacji transkrypcji gendéw (Ghosh et al., 2004; Olivares-lllana & Fahraeus 2010).
Zaproponowano takze, ze A40p53 moze wptywac na profil modyfikacji potranslacyjnych
tetrameru p53, co utrudnia rekrutacje koaktywatorow inicjacji  transkrypcji.
Zmiany te moga réwniez hamowaé wigzanie z regionami promotorowymi i interakcje
z maszynerig transkrypcyjna, cO ostatecznie zmienia wzor indukcji transkrypcji genow
docelowych (Powell et al., 2008; Grover et al., 2009). Ponadto, badania na mysim
homologu izoformy A40p53 — p44, pokazaly, ze zwigkszenie tej iloSci izoformy
w komorce skutkuje starzeniem sie¢ komodrek zaleznym od p53 1 znacznie obnizong
zywotno$cig myszy (Maier et al., 2004).

Wydaje si¢, ze poziom izoformy A40p53 w komodrce wptywa na jej funkcje
(Hafsi et al., 2013). W badaniu przeprowadzonym przez Hafsi i wspotpracownikow
wykazano, ze gdy poziom izoformy A40p53 jest wyzszy niz poziom biatka p53, A40p53
hamuje funkcje p53. Jednak, gdy ilo§¢ A40p53 jest nizsza lub rowna p53, A40p53 dziata
jako wzmacniacz lub inhibitor aktywnosci transkrypcyjnej p53, w zalezno$ci od badanej
linii komoérkowej (Hafsi et al., 2013). Sugerowano, ze te sprzeczne efekty wynikaja
z modulacji aktywno$ci p53, w nastgpstwie zmiany wigzania podstawowej maszynerii
transkrypcyjnej do heterotetrameru A40p53/p53, a tym samym obnizenia aktywnosci
transkrypcyjnej p53 pelnej dlugosci (Avery-Kiejda et al., 2013; Hafsi et al., 2013). Badania
te podkreslaja, ze A40p53 pelni wazng rolg fizjologiczng w organizmie oraz, ze rownowaga
pomiedzy iloscig bialek p53 1 A40p53 jest niezbedna dla kontrolowania procesow
przebiegajacych w komorce (Grover et al., 2009; Olivares-1llana & Fahraeus 2010).

Izoforma A40p53 moze takze penic¢ alternatywne funkcje, bowiem podobnie jak
biatko p53, moze indukowac¢ $ciezke apoptotyczng w komorce. Odbywa si¢ to poprzez
indukcje transkrypcji genow odpowiedzialnych za apoptoze: P53BP2 (ang. tumor protein
p53 binding protein 2) oraz TIAL1 (ang. TIAL cytotoxic granule-associated RNA-binding
protein-like 1), ktore nie sa aktywowane przez biatko p53. Co wigcej, analizy
transkryptomiczne komorek raka kosci wskazujg na zdolnos¢ A40p53 do regulacji okoto

30% gendéw docelowych p53, wlaczajac gen BAX. W rezultacie oprocz inhibitora
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transaktywacyjnej funkcji p53, A40p53 ma takze zdolno$¢ do indukcji jego gendw
docelowych (Ohki et al., 2007; Marcel & Hainaut 2009).

Wykazano, ze poziom biatek, zarowno p53 jak i A40p53, wzrasta w odpowiedzi na
rozne czynniki stresowe, bez wzrostu poziomu mRNA (Bourougaa et al.,, 2010;
Yin et al., 2002; Candeias et al., 2006). Ponadto, poziom biatek p53 oraz A40p53 zmienia
si¢ w roznych fazach cyklu komoérkowego (Rys. 10). Wyniki te wskazuja, ze translacja
mRNA p53 odgrywa wazng rol¢ w zmianie wzglednych poziomow ekspresji p53 1 A40p53
w warunkach stresowych. Klasycznym mechanizmem odpowiedzi komorki na stres jest
wzmozona synteza biatka p53, a nast¢pnie aktywacja genu p21l oraz zatrzymanie cyklu
komorkowego w fazie GIl. Czynniki stresowe moga jednak zahamowaé translacje
kap-zalezna dla biatka p53 i aktywowac¢ mechanizm IRES-zaleznej translacji dla biatka
A40p53, ktore jest silnym supresorem ekspresji p2l zaleznej od p53. Zatem izoforma
A40p53 ma zdolno$¢ do zapobiegania zatrzymaniu cyklu komodrkowego w fazie Gl

(Bourougaa et al., 2010; Olivares-1llana & Fahraeus 2010).
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Rysunek 10. Schemat regulacji translacji mRNA p53 z wykorzystaniem elementéw IRES obecnych w jego regionie
niekodujacym 5'. Szczegbtowy opis w tekscie (na podstawie Blaszczyk et al., 2007).
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Bialko p53 moze powodowac rowniez zatrzymanie cyklu komoérkowego w fazie
G2. Zatrzymanie cyklu wywotane jest przez nadekspresj¢ genu 14-3-30, zalezng od biatka
p53. Sadzi sie, ze biatko 14-3-3c moze dodatkowo stymulowa¢ IRES-zalezng synteze,
glownie biatka p53, a w mniejszym stopniu rowniez izoformy A40p53, poprzez blokowanie
czynnikdw inicjacji translacji (Wilker et al., 2007). Silnym inhibitorem kap-zaleznej
translacji jest stres siateczki $rodplazmatycznej, prowadzacy do wzmozonej translacji
IRES-zaleznej, w efekcie ktorej powstajg biatko p5S3 jak i A40p53. Biatka te stymuluja
rowniez syntez¢ biatka 14-3-3c, ktore w rezultacie hamuje cykl komorkowy w fazie G2
(Bourougaa et al., 2010; Olivares-lllana & Fahraeus 2010).

Postuluje si¢, ze izoforma A40p53 moze modyfikowac lokalizacje komorkowa
biatka p53 (Ghosh et al., 2004). W warunkach normalnych, gdy komorka nie jest poddana
czynnikom stresowym, p53 znajduje si¢ gtdéwnie w cytoplazmie, lecz niski poziom tego
biatka obserwuje si¢ takze w jadrze komorkowym. Izoforma A40p53 znajduje si¢ w jadrze
komoérkowym, co umozliwia jej dziatanie, jako inhibitora p53. Natomiast, w warunkach
stresowych, A40p53 zmienia swojg lokalizacje z jadrowej na cytoplazmatyczng, gdzie nie
pelni juz swojej funkcji inhibitorowej. Biatko p53 w warunkach stresu migruje
z cytoplazmy do jadra gdzie jest aktywowane i uruchamia ekspresje genoéw. Jednakze,
ujawniono, ze w wyniku stresu genotoksycznego wywotanego doksorubicyna, A40p53
ulega akumulacji, a nast¢gpnie migruje do cytoplazmy kierujac do niej takze biatko p53.
Sadzi si¢, ze obydwa bialka tworza wtedy heterooligomer, przez co regulacja ekspresji

gendw przez biatko p53 jest nieaktywna (Ghosh et al., 2004; Marcel & Hainaut 2009).

2.4.3. Rola izoformy A40p53 w chorobach nowotworowych

W  wielu rodzajach ludzkich komorek nowotworowych zidentyfikowano
zwiekszong ilo§¢ biatka A40p53 (Avery-Kiejda et al., 2013). Znacznie wyzszy poziom
A40p53 wykryto w komorkach raka piersi, w porodwnaniu do tagodnych komorek
nabtonkowych piersi , a takze w komorkach glejaka wielopostaciowego w poréwnaniu do
komorek zdrowej kory mozgowej (Hofstetter et al., 2012; Avery-Kiejda et al., 2013).
Zwigkszony poziom A40p53 jest obecny rowniez w komorkach czerniaka skory (Takahashi
et al.,, 2014). Co ciekawe, zwickszajac syntez¢ A40p53 w tych komoérkach zauwazono
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wzmocnienie transaktywacyjnej funkcji biatka p53. Stwierdzono, ze po wprowadzeniu do
komoérek A40p53, poziom zaktywowanego biatka p53 jest wyzszy. Aktywowana zostata
takze $ciezka apoptotyczna, zalezna od biatka p53, poprzez indukcje transkrypcji genu
PIDD (ang. p53-induced death domain-containing protein 1) oraz inhibicje transkrypcji
genu p21 (Rys. 11). Wyniki tych badan ujawnity istot¢ dziatania A40p53 jako modulatora
wlasciwosci supresyjnych biatka p53 (Takahashi et al., 2014).

Z kolei, obecno$¢ znacznie zwigkszonej ilosci A40p53 w komorkach raka piersi,
w poroéwnaniu do zdrowych komorek, moze §wiadczy¢ o udziale tej izoformy w rozwoju
raka. Dodatkowo, wykazano akumulacje A40p53, przy braku mutacji w genie TP53
i prawidlowej jego ekspresji, w Sluzowatym raku jajnika (Hofstetter et al., 2012).

p53 A40p53 PIDD ? APOPTOZA
/'

» > _ i |
. I I S

p21 * ZATRZYMANIE CYKLU KOMORKOWEGO

Rysunek 11. Wptyw izoformy A40p53 na procesy komdrkowe. Endogenne biatko p53 moze by¢ aktywowane przez
izoforme A40p53, co promuje apoptoze komdrek nowotworowych. Szczegétowy opis w tekscie (na podstawie
Takahashi et al., 2014).

2.5. Izoforma A133p53

Izoforma A133p53 zostala zidentyfikowana w 2005 roku przez Bourdon
i wspolpracownikow (Bourdon et al., 2005). Synteza A133p53 rozpoczyna si¢ z kodonu
AUGS znajdujacego si¢ w egzonie 5 genu TP53, co skutkuje skroceniem tego biatka
z konca aminowego o 132 aminokwasy. W konsekwencji A133p53 nie posiada domeny
transaktywacyjnej, domeny bogatej w proliny, oraz czgsci domeny wigzacej] DNA. Oprocz
izoformy A133p53, nazywanej rowniez A133p53a, zdefiniowano takze izoformy skrocone
z konca karboksylowego - A133p533 oraz A133p53y (Bourdon et al., 2005;
Marcel et al., 2010b).

Izoforma A133p53 kodowana jest przez mRNA, ktorego transkrypcja inicjowana

jest z promotora P2. Poczatkowo sadzono, ze promotor ten, znajdujacy si¢ w genie TP53,
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obejmuje region od intronu 1 do blizszej czesci eksonu 5, pokrywajac okoto 1500 par zasad
(Bourdon et al., 2005). Dalsze badania wykazaly jednak, ze obszar promotora obejmuje
zaledwie 250 koncowych par zasad intronu 4 (Aoubala et al., 2011). Powstaty transkrypt
MRNA A133p53 zawiera koniec 3’ intronu 4 oraz wszystkie egzony od 5 do 11
(Bourdon et al., 2005; Marcel et al., 2010Db).

Funkcja izoform A133p53 nie zostata jak dotad dobrze scharakteryzowana, jednak
badania przeprowadzone na organizmach modelowych ujawniajg, iz izoformy te moga
regulowa¢ wiele istotnych procesow komoérkowych (Chen & Peng 2009). Wykazano,
ze A113p53, ortolog izoformy A133p53 zidentyfikowany u danio prggowanego, moze
hamowac¢ apoptoze indukowang przez biatko p53. Co wigcej, wykazano, ze A113p53 jest
zaangazowany w modulacj¢ ekspresji docelowych genow biatka p53 (Chen & Peng 2009).
Doniesienia te sa zgodne z wynikami badan przeprowadzonych na mysim odpowiedniku
izoformy A133p53 — A122p53 (Slatter et al.,, 2011). Zwigkszona synteza A122p53
w komorkach mysich powodowala wzmozong proliferacj¢ i obnizong apoptoze komorek.
Osobniki, u ktérych zidentyfikowano wysoki poziom A122p53, cechowaly si¢ zwigkszong
predyspozycja do rdéznego typu nowotwordw oraz wysoka Smiertelno$ciag
(Slatter et al., 2011).

W organizmie czlowieka takze wykazano zdolnos¢ izoform A133p53 do regulacji
ekspresji genow, w tym genow docelowych biatka p53 (Hofstetter et al., 2011). Takim
przyktadem moze by¢ indukcja ekspresji genu Bcl2, odpowiedzialnego za regulacje
apoptozy czy tez wyciszenie ekspresji genu p2l. W odpowiedzi na stres komoérkowy,
wywotany doksorubicyng, takze gen HDM2 jest indukowany przez izoformy A133p53.
Przyjmuje si¢, ze istnieje korelacja pomi¢dzy poziomem izoformy A133p53 w komorce,
a regulacja funkcji petnej dtugosci biatka p53 (Aoubala et al, 2011). Niski poziom
A133p53 negatywnie reguluje funkcje biatka p53, natomiast wysoki poziom tej izoformy
stymuluje aktywacyjng funkcje biatka p53.

Transkrypty mRNA A133p53 zidentyfikowano zarowno w zdrowych komorkach,
jak 1 komorkach nowotworowych, przy czym nie w kazdym typie komorek transkrypt
A133p53 wystepuje. Zaobserwowano, ze obecnos¢ MRNA jest zalezna od rodzaju linii
komorkowej. Ponadto, sugeruje si¢, iz rozne izoformy A133p53: a, B i v, moga podlegac

zréznicowanej regulacji w odpowiedzi na czynniki stresowe (Bourdon et al., 2005).
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Przyktadem jest zwickszona synteza izoform A133p53a oraz A133p53y w linii
komorkowej raka piersi — MCF7 poddanej dziataniu aktynomycyny D, przy jednoczesnym
braku indukcji syntezy A133p53p3 (Bourdon et al., 2005; Marcel et al., 2010b).

Zréznicowane zmiany zaréwno jakosciowe jak i ilosciowe poszczegolnych izoform
A133p53 w komorkach roznych typéw nowotworow w stosunku do komorek zdrowych
sugerujg ich potencjalny udziat w procesie nowotworzenia (Boldrup et al., 2007; Hofstetter
et al., 2011). Zwigkszona ilo§¢ mRNA A133p53 zostata oznaczona w komorkach: raka
piersi, jajnika, raka ptaskonablonkowego glowy i szyi, raka nerek oraz czerniaka
(Boldrup et al., 2007). Korelacja miedzy poziomem mRNA Al133p53 a progresja
nowotworu zostala wykazana takze w przypadku ostrej bialaczki szpikowej. Istotnie
podwyzszony poziom transkryptéow mRNA A133p53 zidentyfikowano rowniez
w wigkszosci typoéw ztosliwych nowotworow pluc. Prawie czterokrotnie zwigkszong iloscia
MRNA A133p53 charakteryzuja si¢ komorki raka pluc w stosunku do komorek zdrowych
(Boldrup et al.,, 2007; Fragou et al., 2017). Ponadto, wiele badan wskazuje na
wystepowanie zwigzku pomiedzy zwigkszong synteza A133p53, a krotszym czasem
przezycia pacjentow cierpigcych na rézne choroby nowotworowe. Jednakze, znaczenie
Kliniczne izoform A133p53 w kancerogenezie nie zostalo doktadnie okreslone
(Nutthasirikul et al., 2015).

Wysoki poziom izoform A133p53 jak i ich transkryptow mRNA oznaczono takze
w niektorych komorkach nienowotworowych (Bourdon et al., 2005). Przyktadem moga by¢
ludzkie astrocyty (komorki glejowe mozgu), charakteryzujace si¢ istotnie podwyzszonym
poziomem zaré6wno biatka A133p53c jak i odpowiednio transkryptu mMRNA
(Turnquist et al., 2016). Powyzsza obserwacja ma duze implikacje fizjologiczne. Okazalo
si¢, ze zwigkszona synteza A133p53a stymuluje proliferacj¢ astrocytow, natomiast
obnizony poziom tej izoformy promuje proces starzenia tych komorek. Sadzi sie, ze
izoforma A133p53a, poprzez proliferacj¢ astrocytow, petni funkcje ochronng dla komodrek
uktadu nerwowego, przez co przyczynia si¢ do spowolnienia postepu chordb
neurodegeneracyjnych (Turnquist et al., 2016).

Opisane powyzej wyniki badan, przeprowadzonych zaréwno na komorkach
ludzkich jak 1 modelach zwierzecych pokazuja, jak istotne funkcje komorkowe moga petnic¢

izoformy A133p53 (Rys. 12). Co niezwykle wazne, nie wszystkie funkcje izoform
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A133p53 zostaly w sposob jednoznaczny okre$lony, czego czgSciowa przyczyna sa
ograniczenia dotychczas stosowanych metod badawczych. Analiza iloSciowa poziomu
transkryptow RNA opiera si¢ w zdecydowanej wickszosci na metodzie PCR w czasie
rzeczywistym (ang. real time PCR). Metoda ta, cho¢ pozwala na doktadne okreslenie nawet
niewielkich ilo$ci transkryptow, bywa niewystarczajaco czuta do oznaczenia bardzo
niskiego poziomu transkryptow mRNA A133p53. Jeszcze trudniejsze jest okreslenie
poziomu biatek A133p53 w komorkach, poniewaz ich synteza zachodzi na bardzo niskim
poziomie (Bourdon et al., 2005; Marcel et al., 2010b). Jedng z metod wykorzystywanych
do pot-ilosciowej analizy biatek w komorce jest Western blot. Zastosowanie tej metody,
w przypadku izoform A133p53 jest utrudnione, ze wzgledu na brak komercyjnie
dostepnych przeciwcial specyficznych wzgledem poszczegolnych izoform. W rezultacie,
w badaniach przedstawionych w literaturze dominuja dwa inne rodzaje doswiadczen:
nadekspresja A133p53 poprzez transfekcje odpowiedniego wektora ekspresyjnego do
komorek oraz  wyciszenie transkryptun mRNA  A133p53 poprzez  siRNA
(ang. small interfering RNA).

MIGRACJA
KOMOREK, PROCES
METASTAZA ZAPALNY

NAPRAWA DNA

W KOMORKACH

ANGIOGENEZA \ f MACIERZYSTYCH

AN

A133p53
_|_ ZATRZYMANIE
APOPTOZA Al
REPLIKACYJNE KOMORKOWEGO
STARZENIE

Rysunek 12. Funkcje izoformy A133p53 w komorce. Szczegotowy opis w tekscie (na podstawie Terrier et al., 2012).
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2.5.1. Rola kompleksu biatek A133p53 i p53

Synteza izoform A133p53 moze by¢ aktywowana przez biatkko p53
(Bourdon et al., 2005; Marcel et al., 2010b). Analiza bioinformatyczna genu TP53
wykazata obecno$¢ elementow rozpoznawanych — RE dla biatka p53, zlokalizowanych
w obrgbie promotora P2, analogicznych do tych znajdujacych si¢ w genach docelowych
biatka p53 (Menendez et al., 2007; Marcel et al., 2010b). Dwie z czterech sekwencji RE,
zlokalizowane na koncu 3’ egzonu 4 oraz w intronie 4, sg szczeg6lnie istotne, stanowia
bowiem miejsce przylaczenia si¢ biatka p53, ktore aktywuje transkrypcje mRNA A133p53
(Rys. 13). Co wazne, tylko biatko p53 typu dzikiego, syntetyzowane z niezmutowanego
genu TP53 ma zdolnos¢ do aktywacji syntezy A133p53. Ponadto zastosowanie czynnikow
stresowych, takich jak doksorubicyna oraz promieniowanie gamma, powoduje akumulacje
biatka p53 w komodrce, a w konsekwencji takze wzrost poziomu Al33p53
(Marcel et al., 2010b).

Izoformy A133p53 majg zasadniczy wplyw na regulacje funkcji biatka p53.
Wykazano, iz moga taczy¢ si¢ z p53 i utworzy¢ forme tetrameryczng (Gong et al., 2016;
Horikawa & Harris 2017). Powoduje to dezaktywacje biatka p53 i uniemozliwia aktywacje
docelowych gendéw p53. Doswiadczenia przeprowadzone na rdéznych typach linii
komoérkowych wujawnily, zZe stres oksydacyjny stymuluje oddziatywanie izoformy
A133p53a z biatkiem p53 (Gong et al., 2016). Pod wptywem niskiego st¢zenia nadtlenku
wodoru, biatka te tworzg kompleks, ktory aktywuje ekspresj¢ genéow kodujacych biatka
antyoksydacyjne, nie bedacych genami docelowymi p53 (Rys. 13). Brak p53 w komoérkach
hamuje syntez¢ A133p53a jak 1 biatek antyoksydacyjnych. Natomiast brak A133p53a
skutkuje wyciszeniem ekspresji niektorych gendéw zwigzanych z odpowiedzig na stres
oksydacyjny. To potwierdza, ze obydwa bialka dziataja synergistycznie w aktywacji
ekspresji genéw kodujacych biatka antyoksydacyjne. Model wzajemne;j interakcji zaktada,
ze pS3 oddziatujac z A133p53a, przytacza sie do sekwencji RE docelowych genow
i aktywuje ich ekspresje. Co istotne, kompleks obydwu biatek podnosi znacznie
przezywalnos¢  komorek w  odpowiedzi na  obecno$¢ nadtlenku  wodoru

(Gong et al., 2016).
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AKTYWACJA

A133p53 N 133p53 —>  TRANSKRYPCJ|
- |—> A133p53 —> GENOW KODUJACYCH BIAEKA
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Rysunek 13. Schematyczne przedstawienie aktywacji syntezy A133p53 przez biatko p53, oraz tetrameryzacji biatek
A133p53 i p53 a nastepnie aktywacji transkrypcji genéw docelowych. Szczegétowy opis w tekscie (na podstawie
Marcel et al., 2010b).

Wykazano takze, ze A133p53a, oddziatujac z p53, moze regulowac cykl rozwojowy
wirusa grypy (Terrier et al.,, 2012). Komoérki infekowane wirusem grypy wykazuja
zwickszong synteze A133p53a. Wykazano, ze A133p53a kooperuje z p53 1 moze
wzmacnia¢ jego aktywnos¢, aby przejawiato pro-wirusowe funkcje. W rezultacie wirus
ulega wzmozonej replikacji (Terrier et al., 2012).

Izoforma A133p53a moze takze uczestniczy¢ w modulacji odpowiedzi komoérki na
stres powodujacy uszkodzenie DNA (Aoubala et al., 2011). Komodrki poddane czynnikom
stresu genotoksycznego, takim jak doksorubicyna, wchodzity w fazg zatrzymania cyklu
komoérkowego w G2, zalezng od biatka p53, bez promowania zatrzymania cyklu w fazie G1
i apoptozy. Przy braku syntezy A133p53a, komorki przechodzity w fazg zatrzymania cyklu
G1 1 apoptozeg. Natomiast zwigkszony poziom A133p53a wstrzymat apoptoze 1 stymulowat
zatrzymanie cyklu w fazie G1. Komorki nie wchodzity w faze¢ zatrzymania cyklu
komoérkowego w G2, zalezng od p53. To pozwala sadzi¢, ze A1l33p53a dziata jako
regulator funkcji biatka p53, lecz nie zawsze, poniewaz zwigkszona synteza izoformy
A133p53 w komorce nie doprowadzila do zatrzymania cyklu komorkowego w fazie Gl

(Aoubala et al., 2011).
2.5.2. Rola izoform A133p53 w procesie starzenia komérkowego

Izoformy A133p53 biorg udzial w regulacji wielu proceséw komoérkowych
zwigzanych z proliferacja, starzeniem jak i apoptoza komorek w organizmie czlowieka
(Bourdon et al., 2005; Fujita et al., 2009). Replikacyjne starzenie komodrek nastepuje gdy
komorki somatyczne osiggaja maksymalng liczbe podzialdow 1 przestajg proliferowac

(Sosinska et al., 2016). Wykazano, ze A133p53a uczestniczy w regulacji procesu starzenia
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si¢ komorek (Fujita et al., 2009; Horikawa et al., 2017). Badania przeprowadzone na linii
komorkowej ludzkich fibroblastow pokazaly, ze w komorkach starzejacych sig, poziom
A133p53a jest wyraznie obnizony w stosunku do komorek niestarzejacych si¢. Natomiast,
catkowite zredukowanie A133p53c powoduje natychmiastowe zatrzymanie wzrostu
komorek i1 ich przyspieszone starzenie. Dodatkowo, efekt ten jest rowniez zauwazalny
w tkance gruczolaka jelita grubego, gdzie starzenie si¢ komodrek silnie koreluje z niskim
poziomem A133p53a. Zgodnie z oczekiwaniami, gwaltowne zahamowanie procesu
starzenia obserwowane bylo przy zwigkszonej syntezie A133p53a w linii komdrkowe;j
fibroblastéw. Komorki, w ktorych poziom A133p53a jest znacznie wyzszy kontynuuja
proliferacje. To ukazuje, ze endogenna izoforma A133p53a pelni wazng role
w prawidtowym przebiegu procesu starzenia komorkowego (Fujita et al., 2009).

Regulacja procesu replikacyjnego starzenia si¢ komorek jest $cisle zalezna od
interakcji pomigdzy biatkami p53 oraz A133p53a. Starzejace si¢ komorki charakteryzuja
si¢ podwyzszong synteza miR-34a, indukowang przez biatko p53. Obnizenie ilosci tego
miRNA w komorkach, powoduje znaczne opdznienie starzenia. Badania pokazuja,
ze zwigkszona ilo§¢ A133p53a blokuje ekspresje miR-34a, co w konsekwencji opoznia
starzenie. Brak ekspresji miR-34a jest rezultatem wplywu A133p53c na biatko p53.
Proponuje si¢, ze w tym przypadku A133p53a ostabia funkcje biatka p53, jako aktywatora
transkrypcji, przez co biatko to nie jest zdolne do indukcji ekspresji miR-34a. Mechanizm
ten jest znakomitym przyktadem regulacji biatka p53 przez izoforme¢ A133p53a i ukazuje,
jak wazng role petni rOwnowaga obydwu bialek w procesie starzenia komodrkowego
(Fujita et al., 2009).

Mechanizm starzenia komorkowego stanowi jeden z gldwnych mechanizmow
supresji nowotworowej, gdyz jest to obronna reakcja komorki na czynniki stresowe
powodujace uszkodzenie DNA (Sosinska et al., 2016). Dlatego tez, ilo$¢ izoformy
A133p53a w komorce jest kluczowa w prawidlowym przebiegu starzenia komérkowego i
obrong przed kancerogenezg (Fujita et al., 2009; Horikawa et al., 2017). W przypadku
przewagi A133p53a, p53 nie moze petni¢ swojej aktywacyjnej funkcji, co w konsekwencji
prowadzi do nadmiernej proliferacji komoérek (starzenie jest zahamowanie). Wykazano, ze
izoforma ta nie jest ubikwitynowana przez biatko HDM2, dlatego poszukiwane byty

procesy odpowiadajgce za jej degradacj¢. Pokazanie, ze poziom endogennego A133p53a
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moze by¢ kontrolowany poprzez mechanizm autofagocytozy, stanowito znaczace odkrycie
(Horikawa et al., 2014). Autofagocytoza to proces, w ktorym degradowane sa obumarie
fragmenty komorek, skupiska bialek, a takze patogeny (Mizushima & Komatsu 2011).
Izoforma moze by¢ poddana autofagocytozie, zaleznej od ligazy ubikwitynowej E3
zwigzanej z bialkiem opiekunczym - STUBL (ang. STIP1 homology and U-Box containing
protein 1). Biatko STUBI1 wiaze si¢ do A133p53a i wraz z biatkiem opiekunczym Hsp70
tworzy kompleks, hamujacy degradacje autofagosomalng tej izoformy. W starzejacych si¢
komorkach poziom STUBI zostaje obnizony, a w konsekwencji interakcja pomiedzy
STUB1, A133p53a, a Hsp70 zostaje przerwana. Izoforma A133p53a kierowana jest do
autofagosomu i jej degradacja, niezalezna od proteasomu, powoduje dalszg stymulacje
replikacyjnego starzenia komorek. To podkresla kluczows role STUBI, oraz mechanizmu
autofagii, w kontroli poziomu A133p53a w komorce i co kluczowe - w regulacji

mechanizmu starzenia komérkowego (Rys. 14) (Horikawa et al., 2014).
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Rysunek 14. Schemat kontroli poziomu izoformy A133p53a przez biatko STUB1. Szczeg6towy opis w tekscie (na
podstawie Horikawa et al., 2014).
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2.5.3. Rola izoform A133p53 w chorobach nowotworowych

2.5.3.1. Nowotwor mézgu

Komoérki nowotworowe charakteryzuja si¢ m.in. wzmozong proliferacjg
1 ograniczong apoptoza. Proces angiogenezy jest aktywowany w wigkszosci guzow
w wyniku niedotlenienia komorek, ktore stymuluje synteze angiogennych czynnikow
wzrostu VEGF (ang. vascular endothelial growth factor), a w konsekwencji inicjuje
powstawanie nowych naczyn wlosowatych (Hoeben et al., 2004).

Biatko p53, jako gtowny czynnik chronigcy przez kancerogeneza, ma za zadanie
hamowanie rozwoju guza i angiogenezy poprzez m.in. inhibicj¢ syntezy VEGF. Jednakze,
wykazano, ze izoformy A133p53 majg dzialanie przeciwstawne. Badania przeprowadzone
na komorkach glejaka wielopostaciowego GBM (fac. glioblastoma multiforme), jednego
z najbardziej angiogennych nowotwordéw, wykazaly, ze izoformy A133p53 stymuluja
powstawanie nowych naczyn krwionosnych (Bernard et al., 2013). Brak A133p53a
powoduje znaczng indukcje syntezy pS3 w komorkach glejaka, co wskazuje na modulacje
poziomu p53 zalezng od Al133p53a. Niezwykle istotny w progresji angiogenezy jest
rowniez stosunek ilosci p53 do izoformy A133p53a. Wyzszy poziom A133p53a
w stosunku do p53 znacznie przyspiesza proces powstawania nowych naczyn
krwiono$nych, natomiast wyzszy poziom p53 w stosunku do A133p53a hamuje
angiogenez¢ jak i rozwoj nowotworu glejaka wielopostaciowego (Bernard et al., 2013).

Dodatkowo, izoforma A133p53a ma zdolno$¢ do indukcji ekspresji gendéw
zwigzanych ze stymulacjg angiogenezy, niezaleznych od VEGF, takich jak: ANG
(ang. angiopoietin) i HGF (ang. hepatocyte growth factor). Zwigckszona ekspresja tych
gendw prowadzi do wzmozonej migracji 1 proliferacji komorek $rodbtonka

(Bernard et al., 2013).

2.5.3.2. Nowotwory uktadu pokarmowego

Wykazano, ze wysoki poziom transkryptu mRNA A133p53a znajduje si¢ w liniach

komoérkowych raka zotadka, a takze tkankach pobranych od pacjentéw z tym nowotworem
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(Ji et al., 2015). Obserwowano wzrastajaca ilo§¢ mRNA A133p53a gdy tkanka ulegata
progresji z powierzchownego =zapalenia zotadka do zmiany rakowej zoladka.
To potwierdza, ze izoforma A133p53a bierze udzial w rozwoju choroby nowotworowej
zotadka (Ji et al., 2015).

Nowotwor zotadka moze zosta¢ spowodowany przez patogenng bakteri¢
Helicobacter pylori, ktora wywotuje chroniczne stany zapalne i stymuluje powstawanie
zmian nowotworowych (Wei et al., 2012). Wykazano, ze bakteria powoduje wzmozong
syntez¢ izoformy A133p53a oraz wzmacnia jej powinowactwo do biatka p53. Izoforma
A133p53a przylacza si¢ do p53 1 hamuje jego aktywnos$¢ transkrypcyjng. W rezultacie,
zwigkszona zostaje przezywalno$¢ 1 proliferacja komorek zakazonych H. pylori
(Wei et al., 2012).

Dodatkowo, izoforma A133p53a moze wywotywaé reakcje zapalng komorek raka
zotadka (Wei et al., 2012; Zhang et al., 2017). Zwigkszona synteza A133p53a prowadzi do
indukcji NF-kB (ang. nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells).
Jest to kompleks biatkowy pelnigcy funkcje czynnika transkrypcyjnego, regulujacy
odpowiedz immunologiczng na infekcje. Aktywacja NF-«xB powoduje ekspresje
anty-apoptotycznych gendéw rodziny Bcl-2, jak i genéw kodujacych cytokiny, co
przyspiesza kancerogenezg. Zatem, izoforma Al133p53a ma zdolno$¢ wstrzymania
apoptozy komorki nie tylko poprzez interakcje z biatkiem p53, lecz réwniez poprzez
oddziatywanie z NF- kB (Wei et al., 2012). Obserwacje te, zostaly potwierdzone poprzez
dezaktywacje biatka NF-kB w linii komorkowej raka zotadka (Zhang et al., 2017).
Zaobserwowano, ze doprowadzilo to do zatrzymania proliferacji komorek oraz
zahamowania wzrostu guza. Co ciekawe, ilo$¢ transkryptu mRNA A133p53 po inhibicji
NF-kB rowniez ulegla znacznemu zmniejszeniu, potwierdzajac, ze izoforma A133p53a,
wspoéldziatajac z NF-kB, jest zaangazowana w szlak procesu zapalnego komorek Zotadka
prowadzacego do nowotworzenia (Wei et al., 2012; Zhang et al., 2017).

Wykazano, ze w linii komorkowe;j raka jelita grubego, izoforma A133p53p reguluje
apoptoz¢ poprzez interakcje z Dbiatkiem RhoB, niezaleznie od bialtka p53
(Arsic et al., 2017). Pro-apoptotyczne wilasciwosci RhoB zostaja zahamowane, gdy
oddziatuje z A133p53p, natomiast brak A133p53p w komorkach uwalnia RhoB i przywraca
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jego apoptotyczne dziatanie. W ten sposob izoforma A133p53B chroni komorki
nowotworowe przed apoptoza i poglebia tworzenie guza (Arsic et al., 2017).

Jednym z najczestszych problemow terapii nowotworowych jest opornos¢ komoérek
rakowych na chemioterapi¢ (Nutthasirikul et al., 2015). Brak skutecznego leku na raka drég
z6tciowych sprawia, ze jest on jednym z najbardziej $miertelnych nowotworow. W krajach
mniej rozwinigtych zwigzek chemiczny- 5-fluorouracyl (5-FU) stosowany jest jako lek
pierwszego wyboru w leczeniu roznych guzow litych, w tym raka drog zétciowych. Jest to
inhibitor replikacji DNA prowadzacy do jej zatrzymania i $mierci komorki. Niestety,
terapia 5-FU jest niewystarczajaco skuteczna, gdyz odsetek pacjentow, u ktorych lek
wywolal pozytywna reakcj¢ wynosi mniej niz 10%. Co ciekawe, u pacjentow, jak rowniez
w liniach komoérkowych, ktérym podano 5-FU i1 nie wywotat on terapeutycznego skutku,
zidentyfikowano bardzo wysoki poziom izoformy A133p53a. Badania przeprowadzone na
liniach komérkowych nowotworu drég zotciowych ujawnity, ze po zahamowaniu syntezy
A133p53a, a nastgpnie po podaniu 5-FU, wrazliwo$¢ komorek na lek znacznie wzrosta.
Podanie wielokrotnie nizszego stezenia 5-FU spowodowalo szybka odpowiedZ komérkowa
powodujaca apoptoze. To sugeruje zaangazowanie izoformy A133p53a w odpowiedz
komorek rakowych na 5-FU, a takze mozliwo$¢ modulowania wrazliwosci komodrek na
chemioterapi¢ za pomoca izoformy A133p53a. Obserwacje te, moga otworzyé nowe
mozliwosci w poszukiwaniu leczenia nowotworu drog zolciowych poprzez zastosowanie
izoformy  A133p53a, jako potencjalnego kandydata do celowanej terapii
(Nutthasirikul et al., 2015).

2.5.3.3. Nowotwor piersi oraz jajnika

Rak piersi jest jednym z najczgéciej wystepujacych nowotwordéw u kobiet, gdzie
mutacje w genie TP53 zwigzane sg czgsto ze zlym rokowaniem. Mutacje te wystepuja
jednak tylko u 25% wszystkich nowotwordéw piersi, podczas gdy u pozostatych 75%
wystepuje prawdopodobnie mechanizm alternatywny deregulujacy funkcje biatka p53
(Olivier et al., 2004; Moore et al., 2010). Jednym z kandydatow, ktory potencjalnie petni
role pro-onkogenng w komorce jest izoforma A133p53a, ktorej zwigkszong synteze
zaobserwowano w komorkach nowotworowych piersi. Co ciekawe, zwigkszona synteza
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A133p53a koreluje z niskim poziomem helikazy p68. Ta zalezno$¢ zostata wykorzystana
do modulacji poziomu A133p53. Zaobserwowano, ze pod wptywem etopozydu — czynnika
wywolujgcego stres genotoksyczny, biatko p68 hamuje synteze A133p53 na poziomie
MRNA. W konsekwencji, przywrdcona zostaje funkcja biatka p53 typu dzikiego.
Natomiast, przy usuni¢ciu helikazy p68, ilos¢ mRNA A133p53 natychmiast wzrasta.
Mechanizm ten ma kluczowe znaczenie dla komoérek nowotworowych, poddanych
chemioterapii, poniewaz obnizenie syntezy A133p53 powoduje przywrocenie funkcji
biatka p53. Jest to znaczace odkrycie, ktore moze potencjalnie wspomoc dziatanie
chemioterapii w przypadku nowotworow piersi (Moore et al., 2010).

Izoforma A133p53p jest kolejnym biatkiem mogacym modyfikowa¢ funkcje biatka
p53 typu dzikiego w komorkach raka piersi (Milicevic et al., 2014; Gadea et al., 2016).
Wykazano, ze A133p53B os$miokrotnie zwigksza ryzyko wznowienia nowotworu, oraz
trzykrotnie zwigksza ryzyko $mierci u pacjentdow z nowotworem piersi (Gadea et al., 2016).

Zupehie inng funkcje¢ izoformy A133p53a zidentyfikowano w surowiczym raku
jajnika (Hofstetter et al., 2011). Przeprowadzono badania na grupie pacjentow
z surowiczym rakiem jajnika, stanowigcym zdecydowang wigkszo$¢ nowotwordéw jajnika.
Pokazaly one, ze wysoki poziom izoformy A133p53a spowodowat 43% redukcje ryzyka
nawrotow 1 64% redukcje ryzyka $mierci w pordwnaniu z niskim poziomem A133p53a.
Analiza dotyczyta pacjentow posiadajacych zmutowany gen TP53. Funkcja izoformy
A133p53a w ty przypadku nie jest jasna, prawdopodobnie tworzy ona heterotetramer ze
zmutowanym biatkiem p53 i w ten sposob niweluje jego negatywne, pro-onkogenne
funkcje. Analiza ilo$ci izoformy A133p53a u pacjentéw z surowiczym rakiem jajnika moze
sta¢ si¢ niezaleznym markerem rokowania pacjentow, jednak wymagane sa dalsze badania

(Hofstetter et al., 2011).

2.5.3.4. Rola izoform A133p53 w procesie metastazy komorek

Jednym z kluczowych problemoéw pacjentow z chorobami nowotworowymi jest
ryzyko powstania przerzutow, czyli metastazy. Jest to proces migracji komorek
nowotworowych guza pierwotnego, poprzez uktad krazenia, do oddalonych tkanek, gdzie
moga zapoczatkowac formacje guza wtornego (Chambers et al., 2002).
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AKTYWACJA UKLADU IMMUNOLOGICZNEGO
MIGRACJA KOMOREK NOWOTWOROWYCH
METASTAZA

Rysunek 15. Model aktywacji uktadu immunologicznego, zwigzanego z metastazg, przez izoformy A133p53.
Szczegotowy opis w tekscie (na podstawie Campbell et al., 2018).

Badania wykazaty, ze izoformy A133p53, a w szczegolnosci A133p53p, stymuluja
inwazyjno$¢ komodrek nowotworowych prowadzac do metastazy. Niezaleznie od
wystepowania w komorce genu TP53 z mutacja czy genu typu dzikiego. Analizy
przeprowadzone na liniach komodrkowych raka piersi oraz jelita grubego wykazaly
pozytywna korelacje pomiedzy zwigkszonym poziomem transkryptu mRNA A133p53p,
a zwigkszong inwazyjnoscia komoérek rakowych (Gadea et al., 2016). Co wazne,
zaproponowano, ze metastaza komorek nowotworowych wywotana przez A133p53 jest
silnie zZwigzana  z aktywacja  ukladu immunologicznego (Rys. 15)
(Campbell et al., 2012; Campbell et al., 2018). Podwyzszony poziom mRNA izoform
A133p53 podnosi poziom interleukiny 6, cytokiny pobudzajacej procesy zapalne.
Nastgpnie, interleukina 6 aktywuje szlaki JAK-STAT3 i RhoAROCK2S,
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co w konsekwencji pobudza szlak NFkB i generuje wiele prozapalnych chemokin, ktore
przyczyniaja si¢ do migracji komodrek nowotworowych. Co wiecej, oprocz metastazy,
zwickszona ilos¢ mRNA A133p53 w komorkach raka jelita grubego zwigzana jest ze
wzmozong agresywnoscig guza oraz ztym rokowaniem (Campbell et al., 2018). U 24-36%
pacjentow, u ktorych zidentyfikowano podwyzszony poziom izoform A133p53, wystapita
metastaza komoérek nowotworowych (Arsic et al., 2017). Podkresla to potencjalng role
izoformy A133p53p jako prognostycznego wskaznika nawrotu choroby nowotworowe;j

1 wystgpienia przerzutow w innych narzadach (Gadea et al., 2016).

2.5.4. Zwigzek izoform A133p53 z komérkami macierzystymi

Dynamiczny rozw0j badan nad komoérkami macierzystymi doprowadzit
do uzyskania indukowanych pluripotencjalnych komorek macierzystych iPS (ang. human
induced pluripotent stem cells) (Yamanaka, 2012). Stanowig one potencjalne narze¢dzie
terapeutyczne w medycynie regeneracyjnej. Jednakze, proces wyhodowania komorek
macierzystych z fibroblastow moze wprowadza¢ zaburzenia genetyczne, co stanowi jeden
z najwigkszych probleméw w wykorzystaniu komoérek iPS. Jedna z mozliwych przyczyn
zaburzen jest wywotanie stresu genotoksycznego prowadzacego do uszkodzenia DNA,
w wyniku wykorzystania w  hodowli komodrkowej okre§lonych czynnikow
transkrypcyjnych, tzw. czynnikoéw Yamanaki (Yamanaka 2012). Dlatego, naprawa
uszkodzen DNA podczas przeprogramowywania ma kluczowe znaczenie dla zachowania
integralnosci genomu. Co ciekawe, izoforma A133p53a ulega zwickszonej syntezie
podczas stresu prowadzacego do uszkodzenia DNA (Gong et al., 2016). W odpowiedzi na
stres komorkowy, A133p53a nie tylko inhibuje apoptoze, lecz takze indukuje kolejne
$ciezki naprawy uszkodzonego DNA, aktywujac ekspresje genow RAD5S1, LIG4 i RAD52.
Dodatkowo zmniejszenie ilosci A133p53a skutkuje dwukrotnym obnizeniem efektywnosci
przeprogramowania komorek, oraz czterokrotnym wzrostem aberracji chromosomowych.
Naprawa uszkodzonego DNA stymulowana przez A133p53a zapewnia wigksza stabilnosé¢
genetyczng komorek iPS 1 zwigkszenie syntezy izoformy A133p53a moze zmniejszy¢

poziom mutacji w genomie komorek iPS (Gong et al., 2016).
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Naturalnie wystepujace, embrionalne komorki macierzyste ESC (ang. embryonic
stem cells) takze cechuja si¢ wystepowaniem wysokiej ilosci izoformy A133p53a
(Horikawa & Harris 2017). Przynajmniej dziesi¢ciokrotnie wigksza ilos¢ Al133p53a
znajduje si¢ w komorkach macierzystych niz w ludzkich fibroblastach. Badania pokazaty,
ze izoforma A133p53a ma zdolno$¢ do regulowania genéw docelowych biatka p53
odpowiedzialnych za starzenie, apoptoze oraz naprawe¢ DNA. Wysoki poziom A133p53a
w ESC korelowat ze zwigkszong ekspresja genow odpowiedzialnych za naprawg DNA oraz
apoptoze¢, natomiast z niska ekspresjg genow odpowiedzialnych za starzenie. Sugeruje sig,
ze izoforma A133p53a oddzialuje z biatkiem p53, regulujac ekspresje gendw,
W szczegolnosci tych odpowiedzialnych za naprawe DNA. Wyniki te potwierdzaja
hipotezg, ze zwigkszona synteza izoformy A133p53 ulatwia komodrkom somatycznym
przeksztalcanie si¢ w samoodnawiajace si¢ pluripotencjalne komoérki macierzyste
z utrzymaniem aktywnos$ci  apoptotycznej i naprawy DNA (Rys. 16)
(Horikawa & Harris 2017; Horikawa et al., 2017).

o521 A133p53a
STARZENIE 2 A133053a ; é

p53 RE p53 RE

APOPTOZA APOPTOZA
_>

NAPRAWA DNA NAPRAWA DNA

Rysunek 16. Schemat regulacji proceséw przeprogramowania w ESC przez A133p53a. Szczegétowy opis w tekscie
(na podstawie Horikawa & Harris 2017).

Hipoteza rakowych komorek macierzystych - CSC (ang. cancer stem cells)
sugeruje, ze kazdy nowotwor posiada pule komoérek zdolnych do odnowy
(Clevers et al., 2011). Sa one niezbedne do utrzymania 1 wzrostu guza, sg réwniez
odpowiedzialne za opornos¢ na konwencjonalng chemioterapi¢. Uwaza sie, ze CSC moga
powstawa¢ zaréwno z odroznicowania komorek somatycznych jak i w wyniku mutacji w
istniejagcych komorkach macierzystych organizmu. Wykazano, Ze izoforma A133p53f3 ma
wpltyw na regulacje¢ pluripotencji rakowych komoérek macierzystych (Clevers et al., 2011;

Arsic et al., 2015). Badania przeprowadzono na liniach komodrkowych raka piersi
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1 ujawniono, ze izoforma A133p53p powoduje wzrost proliferacji komorek rakowych.
Co ciekawe, po eliminacji wszystkich innych izoform biatka p53 z komorek, proliferacja
wcigz byla duza, co potwierdza specyficzno$¢ izoformy A133p533 w promowaniu
proliferacji CSC. Ponadto, wysoki poziom A133p53B stymuluje synteze kluczowych
czynnikdw transkrypcyjnych odpowiedzialnych za pluripotencje, natomiast, inhibicja
A133p53p3 spowodowata spadek ilosci czynnikéw transkrypcyjnych. Zastosowanie
w komorkach czynnika stresowego - etopozydu jeszcze bardziej zwigkszylo synteze
izoformy A133p533 a w konsekwencji synteze czynnikow transkrypcyjnych
odpowiedzialnych za pluripotencje. Co istotne, badania przeprowadzone na mysim modelu
raka piersi potwierdzily, ze wszystkie izoformy A133p53 s3 zaangazowane w Proces
metastazy, a zmniejszenie ilosci A133p53 spowodowalo obnizenie zdolnosci do

formowania przerzutéw (Arsic et al., 2015).
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3. Wyniki i dyskusja

3.1. Rola elementéw strukturalnych regionu terminalnego 5' mRNA p53
w procesie translacji, analizowana za pomocag oligonukleotydow

antysensowych

Synteza biatka p53 jest kontrolowana na wielu etapach, a w szczeg6lnosci na
poziomie inicjacji translacji jego mRNA. Uwaza si¢, ze inicjacja syntezy biatka p53 i jego
glownej izoformy — A40p53 moze odbywaé sie¢ w sposob kap-zalezny, jak i na drodze
mechanizmu niezaleznego od struktury kap na koncu 5 mRNA (Ray et al., 2006).
Dowodem na to jest odkrycie elementu IRES w regionie terminalnym 5" mRNA p53, ktory
umozliwia wewnetrzne wigzanie si¢ rybosomu i inicjacje bez udziatu kapu
(Ray et al., 2006; Candeias et al., 2006). Proces IRES-zaleznej syntezy biatka p53
i izoformy A40p53 zachodzi glownie w warunkach stresu komérkowego, gdy kanoniczna
inicjacja zostaje zahamowana. Szczegodlng role w procesie inicjacji wedlug mechanizmu
zaleznego od elementu IRES pehnig specyficzne biatka komdrkowe — ITAF (ang. IRES
trans-acting factor), ktore oddziatujac z rybosomem i motywami struktury drugorzedowe;j
mRNA ulatwiajg przebieg inicjacji translacji. Pomimo intensywnych badan procesu
translacji mRNA kodujacego biatko p53 i izoforme¢ A40p53, wcigz nieznana pozostaje
zaleznos¢ pomiedzy strukturg IRES, a efektywnos$cig syntezy obydwu biatek.

Celem badan opisanych w tym rozdziale bylo okreSlenie roli elementow
strukturalnych regionu terminalnego 5" mRNA p53 w procesie inicjacji translacji zaleznej
od kap oraz od elementu IRES, z wykorzystaniem oligonukleotydow antysensowych
hybrydyzujacych do tego regionu, w warunkach stresu komorkowego.

Oligonukleotydy antysensowe mogg modulowac proces translacji, poniewaz wigzac
si¢ do docelowego regionu mMRNA, zmieniajg jego struktur¢ drugorzedowa lub stanowig
zawad¢  przestrzenng  dla  rybosomu, hamujac  proces  syntezy  biatka
(Uhlmann & Peyman 1990; Gorska et al., 2013b). Pierwszym etapem przeprowadzonych
badan byto okreslenie wplywu oligonukleotydéw antysensowych, nakierowanych na region
terminalny 5" mRNA p53, na efektywno$¢ translacji zachodzacej z kodonu AUGI dla
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biatka p53 oraz AUG2 dla izoformy A40p53. Wykorzystane przeze mnie oligonukleotydy
antysensowe zostaly zaprojektowane wcze$niej w naszym laboratorium w oparciu
o okreslong struktur¢ drugorzedowa regionu terminalnego 5' mRNA p53 (Rys. 17)
(Blaszczyk & Ciesiolka 2011; Gorska et al., 2013a). Co wazne, zastosowane
oligonukleotydy to 2’ O-metylowane fragmenty DNA, nie aktywujace enzymu RNazy H,
ktoéry mogltby spowodowaé hydroliz¢ mRNA po przylaczeniu si¢ oligomeréow. W moich
badaniach zastosowatam pi¢¢ oligonukleotydow antysensowych. Ich sekwencje,
wraz z miejscami docelowymi regionu terminalnego 5" mRNA oraz z obliczong energig
swobodng wigzania z sekwencja docelowa, sg przedstawione w tabeli 2.
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Rysunek 17. Struktura drugorzedowa regionu terminalnego 5° mRNA p53. Za pomoca kolorowych linii zaznaczone
zostato potozenie zaplanowanych oligonukleotydéw antysensowych (struktura drugorzedowa mRNA na podstawie
Blaszczyk & Ciesiolka 2011).

Wykorzystane przeze mnie oligonukleotydy antysensowe sa nakierowane na
nastepujace motywy strukturalne: oligomery nr 1 oraz 4 sa komplementarne do regionu
spinki G56-C169, oligonukleotydy nr 7 oraz 7a przytaczaja si¢ do spinki U180-A218,
natomiast oligomer nr 7b hybrydyzuje do regionu jednoniciowego A219-C229.
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Oligonukleotydy te, po zwigzaniu z sekwencja mRNA, posiadaja zblizong energi¢
swobodna, po to by zaden z oligomerdéw nie byt faworyzowany w wigzaniu do badanego
RNA.

Tabela 2. Lista testowanych oligonukleotydéw antysensowych wraz z sekwencja docelowa w regionie terminalnym 5’
mRNA p53 oraz z wartoscig AGg,erall-

Oligonukleotyd Dlugos¢ Sekwencja nukleotydowa Miejsce AGverall
antysensowy hybrydyzacji w [kcal/mol]
regionie
terminalnym 5’
Nr 1 19 TCCCAGCCCGAACGCAAAG 50-68 -18,3
Nr 4 17 TCCTCGGCGTCAGTCTA 140-156 -15,6
Nr 7a 21 TCTGAAAATGTTTCCTGACTC 177-197 -12,4
Nr 7 19 GAAGTAGTTTCCATAGGTC 196-214 -11,2
Nr 7b 21 AACGTTGTTTTCAGGAAGTAG 208-228 -11,1
k 21 ACCAGGGCGTATCTCTCCATA  Sekwencja kodujaca

lucyferazy Firefly

3.1.1. Mapowanie struktury drugorzedowej regionu terminalnego 5' mRNA p53 po zwigzaniu

oligonukleotydéw antysensowych

W celu potwierdzenia specyficznego przytaczania si¢ oligonukleotydow do regionu
terminalnego 5" mRNA p53, a takze okreslenia zmian strukturalnych wywotanych przez
oligomery w tym regionie, zbadana zostala struktura drugorzgdowa mRNA po ich
zwigzaniu. W badaniu mapowania struktury drugorzgdowej wykorzystany zostat modelowy
konstrukt mRNA P1-554 obejmujacy region terminalny 5" mRNA p53 o dlugosci 554
nukleotydéw, zaczynajacy si¢ od miejsca promotorowego P1, zawierajacy kodony
inicjacyjne AUGLl i AUG2 oraz cz¢$¢ sekwencji  kodujacej Dbiatko p53
(Blaszczyk & Ciesiolka 2011).

W analizie strukturalnej RNA wykorzystatam technike cigcia RNA indukowanego
w obecnosci jonow Pb%*, w ktorej dwuwartosciowy jon otowiu stosowany jest jako sonda
strukturalna przecinajagca RNA w obrgbie regionéw jednoniciowych (Gornicki et al., 1989;
Ciesiolka et al., 1992; Ciesiolka et al., 1998). Mechanizm cigcia opiera si¢ na reakcji

transestryfikacji, podczas ktorej rozerwaniu ulega wiagzanie fosfodiestrowe z utworzeniem
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dwoch fragmentéw RNA zawierajacych 2', 3'-cykliczny fosforan oraz wolng grupe 5" OH.
Na podstawie ci¢¢ indukowanych w obecnosci jonéw olowiu (II), mozliwa jest
identyfikacja reszt znajdujacych si¢ w regionach jednoniciowych RNA, podczas gdy ciecia
w obszarach dwuniciowych sg stabsze lub nieobecne (Ciesiolka et al., 1998).

Pierwszym etapem analizy byta hybrydyzacja konstruktu mRNA z poszczegdlnymi
oligonukleotydami antysensowymi, a nastepnie dodane zostaty jony Pb?* (doktadny opis
metody znajduje sic w rozdziale 5.4.8.2.). Miejsca cig¢ indukowanych jonami Pb** byly
identyfikowane za pomocg reakcji odwrotnej transkrypcji, z wykorzystaniem enzymu
Super Script I1l, metoda wydtuzania startera znakowanego na koncu 5’ radioaktywnym
izotopem fosforu — *°P (doktadny opis przedstawiony jest w rozdziale 5.4.4, sekwencja
startera znajduje si¢ w tabeli 7.). Fragmenty cDNA rozdzielane byly elektroforetycznie
w warunkach denaturujacych w 8% zelu poliakryloamidowym z dodatkiem 7 M mocznika.

Metoda cigcia RNA indukowanego w obecnosci jonow Pb?" pozwolita na okreslenie
miejsc wigzania oligonukleotydow antysensowych do mRNA. Silne wigzanie oligomeru do
mRNA bylo manifestowane poprzez brak jakichkolwiek prazkéw na zZelu
poliakryloamidowym w regionie przewidywanego miejsca wigzania. Ponadto, wigzanie
oligonukleotydu indukowato zmiany struktury drugorzgdowej w obrebie jego przylaczenia.
Wowczas, na zelu poliakryloamidowym widoczne byly nowe prazki, niewidoczne
w reakcjach bez oligomeru oraz z oligomerem kontrolnym, odpowiadajace cigciom
w obrgbie regionow jednoniciowych mRNA.

Rysunek nr 18 przedstawia rozdziat elektroforetyczny produktow po reakcji
odwrotnej transkrypcji poprzedzonej reakcja cigcia mRNA jonami otowiu (II). Mapowanie
struktury drugorzgdowej w obecnosci oligonukleotydow antysensowych wykazato,
ze oligonukleotyd nr 7 hybrydyzuje do mRNA z duzym powinowactwem. Prazki na zelu
nie byty obserwowane w obrgbie reszt C198—A201 (Rys. 18, $ciezki 17, 18, zielona linia),
co oznacza, ze oligonukleotyd, nakierowany na petle apikalng spinki U180-A218
przytaczyt sie¢ do niej 1 uniemozliwit indukcje cig¢, w porownaniu do reakcji kontrolnej
z oligonukleotydem kontrolnym oraz w reakcji bez oligonukleotydow (Rys. 18, $ciezki 2,
3, 51 6). Co wigcej, silne prazki na zelu widoczne byly w obrgbie reszt U202-U212, we
wszystkich stezeniach jondéw otowiu (II) (Rys. 18, Sciezki 16-18), gdyz odwrotna

transkryptaza zatrzymywata si¢ w miejscu przytaczonego oligonukleotydu. Ponadto,
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po zwigzaniu oligonukleotydu nr 7 do mRNA, na zelu zaobserwowatam dodatkowe prazki
w obrebie reszt U216—A218, niewystepujace w reakcji kontrolnej (Rys. 18, $ciezki 17 1 18).
Swiadczy to o przerwaniu wiazan fosfodiestrowych w tym regionie, u podstawy spinki
U180-A218 1 wskazuje na czesciowe rozplecenie dwuniciowej struktury mRNA
spowodowane hybrydyzacja oligonukleotydu nr 7.

Oligonukleotyd antysensowy nr 7b takze wykazywal duze powinowactwo
wzgledem docelowej sekwencji mRNA. Po jego hybrydyzacji nie obserwowatam cigé
zlokalizowanych w wewngetrznej petli (region C208-C211) znajdujacej si¢ w spince
U180-A218 (Rys. 18, $ciezki 20 1 21, zo6la linia) w pordwnaniu do reakcji kontrolnych
(Rys. 18, $ciezki 2, 3, 51 6). Roznice w rozktadzie indukowanych cig¢ sa skutkiem zmian
w strukturze regionu terminalnego 5 mRNA p53 wywotanych przez wigzanie
oligonukleotydu. Ponadto, w obrebie reszt A218-U228 widoczne byly silne prazki na zelu,
co bylo spowodowane zatrzymaniem odwrotnej transkryptazy w miejscu przytaczenia si¢
oligonukleotydu (Rys. 18, $ciezki 19-21).

Mniejsze powinowactwo do mRNA posiadatl oligonukleotyd nr 7a, gdyz po reakcji
wydluzania startera, na zelu nie byl obserwowany zanik prazkow w regionach
jednoniciowych, w porownaniu do reakcji kontrolnych (Rys. 18, $ciezki 14 i1 15, czerwona
linia, oraz 2, 3,5 i 6). Nie byly obserwowane takze silne prazki oznaczajace zatrzymanie
odwrotnej transkryptazy spowodowane hybrydyzacja oligonukleotydu. Oligomer nr 7a
wykazywat jednak powinowactwo do regionu blizej konca 3’ spinki U180-A218,
co spowodowato indukcj¢ cie¢ w petli apikalnej G196-A201, manifestowane przez silne
prazki na zelu (Rys. 18, Sciezki 13—15 oraz ). Podobnie jak w przypadku oligomeru nr 7, po
hybrydyzacji oligomeru nr 7a obserwowane byly silniejsze cigcia w obrebie podstawy
spinki U180-A218. Oligonukleotydy nr 7, 7a oraz 7b przylaczajace si¢ do sekwencji
U180-U228 s3 nie tylko odpowiedzialne za lokalne zmiany w strukturze drugorzedowe;j
regionu terminalnego 5" mRNA p53, lecz zmieniajg réwniez strukture drugorzgdowa poza

miejscami, do ktorych si¢ przytaczaja.
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Rysunek 18. Mapowanie zmian w strukturze drugorzedowej regionu terminalnego 5° mRNA p53 po zwigzaniu
oligonukleotydéw antysensowych metoda ciecia RNA indukowanego w obecnosci jonéw Pb?". Autoradiogram
przedstawia produkty po przeprowadzeniu reakcji odwrotnej transkrypcji z radioaktywnie znakowanym starterem.
Elektroforeza prowadzona byta w warunkach denaturujacych, w 8% zelu poliakryloamidowym z dodatkiem 7 M
mocznika (szczegétowy opis metody znajduje sie w rozdziale 5.3.1.). Linie 1-3 na autoradiogramie oznaczaja reakcje
kontrolne bez oligonukleotydéw, linie 4—6 oznaczajg reakcje z kontrolnym oligonukleotydem, linie 7-21 oznaczaja
reakcje z testowanymi oligomerami. G, C, T, A okresla reakcje sekwencjonowania. Stezenie jonéw Pb> w reakcjach
wynosito 1 i 2 mM, 0 oznacza reakcje kontrolng bez jonéw otowiu (ll). Liniami fioletowa, czerwong, zielong i z6itg
zaznaczono miejsce przytaczenia sie oligomeréw odpowiednio: 1, 7a, 7 i 7b do fragmentéw jednoniciowych,
natomiast gwiazdkami (*) oznaczono wystgpienie dodatkowych cigé. Po lewej stronie autoradiogramu zaznaczono
wybrane reszty guanozyny, natomiast po prawej wyrézniono motywy spinki.
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Analiza reakcji wydtuzania startera wykazala, ze oligonukleotyd nr 1 hybrydyzuje
do regionu spinki G56-C169 (Rys. 18, sciezki 7-9, Rys. 19a, linie 7-9). Na zelu
poliakryloamidowym nie obserwowatam zadnych cig¢ w obrebie reszt C50-G56, co byto

spowodowane przylgczeniem si¢ oligomeru.
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Rysunek 19. Autoradiogramy przestawiajace rozdziat produktéw cDNA po mapowaniu regionu terminalnego 5° mRNA
p53 metod3 cie¢ indukowanych jonami Pb”*. Elektroforeza prowadzona byta w warunkach denaturujacych, w 8% zelu
poliakryloamidowym z dodatkiem 7 M mocznika (szczegétowy opis metody znajduje sie¢ w rozdziale 5.3.1.). Linie
sekwencyjne oznaczone s jako: G, C, T, A. Po lewej stronie autoradiogramu zaznaczono wybrane reszty guanozyny,
natomiast po prawej wyrdzniono motywy strukturalne spinki do wtoséw. (a) $ciezki 1-3 na autoradiogramie
oznaczaja reakcje kontrolne bez oligonukleotydéw, linie 4-6 oznaczajq reakcje z kontrolnym oligonukleotydem, linie
7-9 reprezentujq reakcje z oligonukleotydem nr 1. Stezenie jonéw Pb> w reakcjach wynosito 0,5 i 2 mM, 0 oznacza
reakcje kontrolng bez jonéw otowiu (l1). Fioletowa linig zaznaczono miejsce przytaczenia sie oligomeru 1 do fragmentu
jednoniciowego (b) linie 1-2 na autoradiogramie oznaczajg reakcje kontrolne bez oligonukleotydéw, linie 4-5
oznaczajg reakcje z kontrolnym oligonukleotydem, linie 5-8 reprezentujg reakcje z oligonukleotydem nr 1
testowanym w stezeniu 2 i 5 pM. Niebieska linig zaznaczono na zelu miejsce przytgczenia sie oligomeru. Przerywana
linig zaznaczono miejsce wigzania sie oligonukleotydu przewidziane komputerowo.

69



Wyniki i dyskusja

W przypadku oligonukleotydu nr 4, nie obserwowalam zadnych dodatkowych
prazkow na zelu po przeprowadzeniu reakcji. Co wigcej, nie obserwowatam rowniez
zaniku prazkow, obecnych w reakcjach kontrolnych, spowodowanego przylaczeniem si¢
oligomeru do regiondéw jednoniciowych (Rys. 18, Sciezki 10-12). W celu okreslenia
przyczyny braku hybrydyzacji, zwigkszone zostato stezenie oligomeru nr 4 dodanego do
reakcji, do 2 uM oraz 5 uM. Podwyzszone stezenie spowodowalo jednak niespecyficzne
przylaczenie si¢ oligonukleotydu do RNA w regionie okalajgcym nukleotyd A220
(Rys. 19b, sciezki 6-8). Dodatkowa analiza komputerowa hybrydyzacji oligomeru nr 4 do
RNA, z wykorzystaniem oprogramowania Oligo 6 potwierdzita mozliwo$¢ jego

niespecyficznego wigzania sig.

3.1.2. Badanie efektywnosci transfekcji oligonukleotydow antysensowych do wybranych linii
komoérkowych

W pierwszej kolejnosci, postanowilam okresli¢ wydajnos¢ transfekcji oligomerow
antysensowych w wybranych liniach komérkowych: HT-29, MCF-7 i HepG2, uzytych
w dalszych analizach. Do tego celu wykorzystatam oligomer nr 7, z dotaczonym
barwnikiem fluorescencyjnym — FAM (ASO 7 FAM), dzigki czemu mozliwa byta
obserwacja wydajnosci transfekcji w mikroskopie fluorescencyjnym.

Transfekcja byta prowadzona za pomocg odczynnika Lipofectamine RNAI-MAX
(Invitrogen), z wykorzystaniem komoérek znajdujacych si¢ na pasazu od 4 do 20, natomiast
ich konfluencja wynosita od 50% do 80%. Inkubacja komoérek z oligonukleotydem
0 stezeniu 0,5 uM trwala 24 godziny (szczegdtowy opis metody znajduje si¢ w rozdziale
5.4.5.)). Nastepnie, przeprowadzona byta analiza mikroskopowa fluorescencyjnych
oligonukleotydow wprowadzonych do komorek.

Eksperyment wykazal, ze oligomer ASO 7 FAM wnika do komérek HT-29, MCF-7
1 HepG2 z duza wydajnosciag. Na przedstawionej fotografii wykonanej przy uzyciu

mikroskopu fluorescencyjnego widoczny jest efekt przeprowadzonej transfekcji (Rys. 20).
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MCF-7 + ASO 7 FAM

0 pm 100

Rysunek 20. Analiza wydajnosci transfekcji linii komérkowych MCF-7, HepG2 i HT-29 oligonukleotydem nr 7
z dotaczonym barwnikiem fluorescencyjnym (ASO 7 FAM). Transfekcja trwata 24 godziny (doktadny opis procedury
znajduje sie w rozdziale 5.4.5.), po czym zostato wykonane zdjecie przy pomocy mikroskopu fluorescencyjnego.
Fotografie po lewej stronie przedstawiajg komorki naswietlone promieniowaniem o dtugosci fali 494 nm, zdjecia po
prawej stronie pokazujg komorki w swietle biatym.
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3.1.3. Wplyw struktury drugorzedowej regionu terminalnego 5 mRNA p53 na proces syntezy
izoformy A40p53, analizowany w komoérkach HT-29 po zastosowaniu stresu oksydacyjnego

W celu okreslenia wptywu struktury drugorzedowej regionu terminalnego 5' mMRNA
p53 na efektywnos$¢ translacji, oligonukleotydy antysensowe nr 1, 4, 7, 7a oraz 7b zostaty
wprowadzone do linii komoérkowej raka jelita grubego — HT-29. W komorkach HT-29
z powodu mutacji w genie TP53, zlokalizowanej w pozycji 273, zmieniajgcej argining na
histydyne (R273H), wystepuje silna nadekspresja genu skutkujaca zwickszong synteza
biatka. W konsekwencji, detekcja zardéwno biatka p53 jak i izoformy A40p53 jest znacznie
utatwiona. Oligonukleotydy antysensowe byly dostarczane do komorek poprzez
transfekcje odczynnikiem Lipofectamine RNAI-MAX. Transfekcja byta przeprowadzana
z wykorzystaniem komorek znajdujacych si¢ na pasazu od 4 do 20, natomiast ich
konfluencja wynosita od 50% do 80%. Transfekcja komodrek poszczegdlnymi
oligonukleotydami prowadzona byta przez 4 godziny. Nast¢pnie komoérki potraktowane
zostatly nadtlenkiem wodoru, o stezeniukoncowym 200 pM, ktory wywotluje stres
oksydacyjny w komorkach, wzrost stezenia reaktywnych form tlenu i prowadzi do
aktywacji i akumulacji biatka p53 (szczegotowy opis transfekcji znajduje si¢ w rozdziale
5.4.5.). Komorki inkubowane byly kolejne 6 godzin, po czym poddawatam je lizie
w Buforze Laemmli o sktadzie: 62,5 mM Tris-HCI pH 6,8, 2% SDS, 10% glicerol,
50 mM DTT, 0,02% bigkit bromofenolowy. Lizat komoérkowy rozdzielany byt
elektroforetycznie w warunkach denaturujacych, w 15% warstwie rozdzielajacej zelu
poliakryloamidowego, w obecnosci 0,1% SDS. Nastepnie przeprowadzono transfer biatek
z zelu na membrang PVDF w celu analizy poziomu biatek p53 i A40p53 metoda Western
blot (szczegdtowy opis metody Western blot znajduje si¢ w rozdziale 5.4.6.).

Do analizy Western blot, wykorzystano specyficzne przeciwciato pierwszorzedowe
PAB1801. Rozpoznaje ono epitop skladajacy si¢ z reszt aminokwasowych w pozycji
46-55, obecny w biatku p53 jak i izoformie A40p53 (Rys. 21). Wizualizacja odbywata si¢
z wykorzystaniem reakcji chemiluminescencji, dzigki uzyciu drugorzedowego przeciwciata
mysiego 1gG z kozy skoniugowanego z peroksydazg chrzanowg. W celu kontroli natozenia
prob na zel, a takze normalizacji wynikow przeprowadzitam réowniez detekcj¢ poziomu
a-tubuliny za pomocg przeciwciata TU-02.
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W reakcji z wykorzystaniem przeciwciata PAB1801, na autoradiogramie widoczne
byly dwa prazki: gtéwny, o wielkosci 52 kDa, odpowiadajacy biatku p53 o pelnej dlugosci,
oraz stabszy, odpowiadajgcy izoformie A40p53, o wielko$ci okoto 44-46 kDa (Rys. 22).
Dodatkowym potwierdzeniem specyficznosci dziatania przeciwciala PAB1801, byto
przeprowadzenie kolejnej reakcji z wykorzystaniem przeciwciata DO-1. Przeciwciato to,
nakierowane jest na reszty aminokwasowe w pozycji 21-25, umozliwiajace detekcje
jedynie biatka p53 o pelnej dlugosci, posiadajacego w peilni zachowang domeng
transaktywacyjng (Rys. 21). Zgodnie z oczekiwaniami, po zastosowaniu DO-1 na
autoradiogramie pojawit si¢ jeden prazek, odpowiadajacy tylko biatku p53 pelnej
dhugosci (Rys. 22). Posiadat te¢ sama wielkos$¢, co gldowny prazek na autoradiogramie po

reakcji z przeciwciatem PAB1801.

DO-1 PAB1801

(21-25 aa) (46-55 aa)

\-

PAB1801

(46-55 aa)

Y-
| A40p53 ]

Rysunek 21. Schematyczna prezentacja detekcji biatek przez przeciwciata. DO-1 oraz PAB1801 oznaczaja

pierwszorzedowe przeciwciata rozpoznajace specyficznie sekwencje reszt aminokwasowych (zaznaczonych
w nawiasach) znajdujacych sie w biatku p53 i/lub A40p53.

Okazato si¢, ze zaden z zastosowanych oligonukleotydow antysensowych nie
wywotal zmian w efektywnosci syntezy biatka p53 pelnej dtugosci. Mozliwe, ze przy tak
wysokiej nadekspresji genu TP53 w komodrkach HT-29, zmiany w wydajnos$ci translacji
s zbyt mate (Rys. 22). W przypadku izoformy A40p53 obserwowana byla zmiana
efektywnosci translacji, w komoérkach poddanych stresowi oksydacyjnemu. Najwickszy
spadek poziomu izoformy A40p53 zauwazony byt w obecnosci oligonukleotydow nr 7, 7a
oraz 7b, hybrydyzujacych do regionu U180-U228. Obecnos¢ oligomeréw antysensowych

spowodowata zmniejszenie si¢ ilosci izoformy A40p53 o okoto 50% w porownaniu do
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reakcji z oligonukleotydem kontrolnym. W obecnosci oligonukleotydu nr 1 natomiast,
synteza A40p53 zostala obnizona o okoto 20%, w poréwnaniu z reakcja kontrolng.
Pomimo, iz oligonukleotyd nr 4 nie wykazywat duzej specyficzno$ci wigzania do badanego
regionu mMRNA (Rys. 19 B), on takze wywotal obnizenie poziomu izoformy A40p53
o okoto 10%. W przypadku braku czynnikéw stresu oksydacyjnego w komorkach,
zastosowanie oligonukleotydow nie wywotato znacznych zmian w efektywnosci translacji.
Wszystkie wyniki uzyskane poprzez zastosowanie metody Western blot zostaly
znormalizowane w oparciu 0 reakcj¢ wykonang z przeciwciatem TU-02 skierowanym na
biatko a-tubuling (Rys. 22).

W kolejnym doswiadczeniu okreslono poziom mRNA w komorkach przy
zastosowaniu metody poétilosciowej RT-PCR (ang. reverse transcription polymerase chain
reaction). Dzieki temu potwierdzitam, ze poziom mRNA nie zmienil si¢ w obecnos$ci
oligomeré6w w warunkach normalnych i stresowych oraz dodatkowo potwierdzitam brak
ciccia. RNA przez RNaze H. Pierwszym etapem analizy bylo przepisanie RNA
wyizolowanego z komorek, za pomoca odczynnika TriReagent, na CDNA, poprzez reakcje¢
odwrotnej transkrypcji. Nastepnie, przy uzyciu powstatego c¢cDNA jako matrycy,
przeprowadzona byta reakcja PCR ze starterami specyficznymi dla danego transkryptu
(doktadny opis metody przedstawiony jest w rozdziale 5.4.7.). Wyniki, analizowano
elektroforetycznie w 1% zelu agarozowym (szczegdtowy opis elektroforezy znajduje si¢
w rozdziale 5.3.2.). Reakcja ta, przeprowadzona ze starterami specyficznymi dla mRNA
p53 pokazala, ze RNaza H nie byta przyczyng obnizonej syntezy izoformy A40p53. Poziom
MRNA p53 nie zmienit si¢, pomimo zastosowania warunkoéw stresowych, oraz w obecnosci
poszczegolnych oligomerow, w tym oligomeru kontrolnego (Rys. 23). Dodatkowo,
przeprowadzitam kontrolng reakcj¢ PCR z wykorzystaniem starterow nakierowanych na

mRNA -aktyny, w celu normalizacji wynikow uzyskanych w reakcji RT-PCR.
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Rysunek 22. Efektywnos$¢ syntezy biatka p53 i izoformy A40p53 w obecnosci oligonukleotydéw antysensowych
nakierowanych na region terminalny 5° mRNA p53, w warunkach stresu oksydacyjnego, w linii komérkowej HT-29.
Autoradiogram przedstawia poziom endogennych biatek p53 i A40p53 analizowany za pomocg metody Western blot
przy uzyciu specyficznych przeciwcial: DO-1 i PAB1801. Detekcja a-tubuliny stanowita reakcje kontrolna.
Linia K oznacza reakcje z oligomerem kontrolnym, +/- oznacza obecnos¢ lub brak nadtlenku wodoru, ASO oznacza
oligomer antysensowy. Wykresy przedstawiajg efektywnos¢ syntezy biatka p53 i izoformy A40p53, bedaca srednig
z trzech powtdrzen, znormalizowang wzgledem reakcji z oligomerem kontrolnym (k), w warunkach bez stresu,
oznaczonego jako 100%.

W przedstawionych przeze mnie wynikach badan, synteza izoformy A40p53
w komorkach HT-29 zostata obnizona w obecnosci oligonukleotydéw antysensowych, pod
wyptywem stresu oksydacyjnego. To moze sugerowaé inhibicj¢ IRES-zaleznej translacji,
spowodowang przez przytaczenie si¢ oligonukleotydow antysensowych. Co wigcej,
zastosowanie oligonukleotydow nakierowanych na mRNA w regionie nukleotydow
U180-U228 pokazato, ze struktura drugorzedowa tego regionu jest szczego6lnie istotna dla

wysokiej wydajnosci syntezy izoformy A40p53.
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Rysunek 23. Poziom mRNA p53 i B-aktyny analizowany po transfekcji komérek HT-29 metylowanymi oligomerami
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antysensowymi, w warunkach stresu oksydacyjnego lub bez stresu. Zdjecie przedstawia produkty DNA otrzymane po
reakcji RT-PCR, po analizie elektroforetycznej w 1% zelu agarozowym (rozdziat 5.3.2.). Linia M oznacza marker
wielkosci fragmentéw DNA, K oznacza reakcje z oligomerem kontrolnym, ASO oznacza oligomer antysensowy.

3.1.4. Badanie wptywu oligonukleotydéw antysensowych na efektywnos$¢ syntezy biatka p53

i izoformy A40p53 w linii komoérkowej MCF-7 po zastosowaniu czynnikéw indukujgcych stres

W celu dokladniejszego zbadania roli elementow strukturalnych regionu
terminalnego 5° mMRNA p53 w procesie translacji, zastosowatam oligonukleotydy
antysensowe takze w linii komorkowej raka piersi — MCF-7. Zastosowanie stresu
indukowanego nadtlenkiem wodoru spowodowato aktywacje i akumulacje biatka p53,
dzicki czemu ulatwiona byta jego detekcja. Transfekcja komoérek poszczegdlnymi
oligonukleotydami trwata 4 godziny, a nastgpnie komorki inkubowane byly z nadtlenkiem
wodoru o stgzeniu 100 pM przez 6 godzin. Po przeprowadzeniu analizy Western blot przy
uzyciu przeciwciata PAB1801, na otrzymanym autoradiogramie obserwowany byt tylko
jeden prazek — odpowiadajacy biatku p53 (Rys. 24) (szczegotowy opis metody Western
blot znajduje si¢ w rozdziale 5.4.6.). Brak detekcji izoformy A40p53 w komorkach MCF-7
jest zgodny z danymi opublikowanymi w literaturze (Courtois et al., 2002).
Przeprowadzona analiza nie wykazata znacznych réznic w wydajnos$ci translacji pomiedzy
zastosowaniem poszczegoélnych oligomeréw (Rys. 24). W obecnosci oligonukleotydow
nr 7a oraz 7b wydajno$¢ syntezy biatka p53 pelnej dlugosci ulegta obnizeniu,
w porownaniu do reakcji z oligomerem kontrolnym. Oligomer nr 7 takze spowodowat
niewielkie obnizenie efektywno$ci translacji. Wprowadzenie oligonukleotydéw nr 1 oraz 4
nie wplyngto na ilos¢ syntetyzowanego biatka p53 w komoérkach MCF-7, bedacych pod
wplywem stresu oksydacyjnego. Rownoczes$nie analiza RT-PCR nie wykazata zmian
w ilosci mRNA p53 w komorkach po zastosowaniu oligonukleotydéw antysensowych
(Rys. 25).
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W celu okre§lenia czy powyzsze obserwacje sa podobne do tych w innych
warunkach stresu komoérkowego, zastosowatam czynnik stresu
genotoksycznego — etopozyd. Podobnie jakw przypadku nadtlenku wodoru, zastosowanie
25 uM etopozydu w komorkach MFC-7 spowodowato znaczny wzrost poziomu biatka p53.
Co wiecej, analiza danych otrzymanych metoda Western blot ujawnita, ze wprowadzenie
oligonukleotydu nr 7b powoduje znaczne zahamowanie syntezy biatka p53, poréwnujac do
reakcji z oligomerem kontrolnym (Rys. 24). Obnizong efektywno$¢ translacji,
w poroéwnaniu do kontroli, obserwowano réwniez w przypadku oligonukleotydéw nr 7 1 7a,

lecz ich wptyw na translacj¢ byl mniejszy niz po zastosowaniu oligomeru nr 7b.

- + H,0, (100 puM) -+ - + - 4+ - 4+ Eto(25uM)
KO K 1 _4 7 7a 7b ASO(1uM) K 7 7a 76 ASO (1 uM)
PAB1801  p53 PAB1801 . T eam — m— == P53
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Rysunek 24. Poziom biatka p53 analizowany w obecnosci oligonukleotydéw antysensowych, w warunkach stresu
oksydacyjnego i genotoksycznego, w linii komdrkowej MCF-7. Autoradiogram przedstawia wyniki analizy
przeprowadzonej metodg Western blot z wykorzystaniem przeciwciata PAB1801 wykrywajacego biatko p53. GAPDH
stanowi reakcje kontrola. Linia K(-) oznacza reakcje kontrolng bez nadtlenku wodoru, Eto wskazuje obecnos¢ lub brak
etopozydu, ASO oznacza oligonukleotyd antysensowy.

Dla kazdej analizy typu Western blot przeprowadzitam reakcje kontrolng
z pierwszorzedowym przeciwcialem A3, nakierowanym na biatko komoérkowe GAPDH.
Analiza zostata wykonana w celu kontroli natoZzenia prob na Zel, a takze normalizacji
otrzymanych wynikoéw (Rys. 24).

Zastosowatam takze metode RT-PCR ze starterami nakierowanymi na mRNA p53,
w celu wykluczenia mozliwosci wystapienia efektow zwigzanych z hydroliza RNA przez
RNaz¢ H, a takze potwierdzenia, ze poziom mRNA nie zmienil si¢ w obecno$ci
oligomerow w warunkach normalnych i indukowanych czynnikiem stresowym. Rysunek
25 przedstawia zdjecie po rozdziale elektroforetycznym w 1% zelu agarozowym, na ktorym
widniejg produkty DNA po reakcji RT-PCR. Analiza wynikow wykazata, ze poziom
mRNA p53 nie zmienil si¢ pomimo zastosowania oligonukleotydow antysensowych oraz
warunkow stresowych. Wykonana zostala takze reakcja kontrolna ze starterami

nakierowanymi na mRNA B-aktyny.
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Przedstawione wyniki sugeruja, ze efektywnos$¢ translacji mMRNA p53 w linii
komorkowej MCF-7, w warunkach stresu, silnie zalezy od zachowania w regionie
5" terminalnym motywu struktury drugorzedowej — spinki do wtosow, obejmujacej region
U180-A218. Zalezy takze od fragmentu jednoniciowego znajdujacego si¢ w pozycji
A219-U228. Ponadto, analiza otrzymanych wynikow wykazata niewielkie rdznice
w wydajnos$ci syntezy biatka p53 w warunkach stresu oksydacyjnego i genotoksycznego.

H,0, (100 uM)
M K(-) M K 1 4 7 7a 7b ASO (1uM)

1000—> 1000—>
500 —> p53 500 —> p53

1000—> 1000
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Rysunek 25. Poziom mRNA p53 i B-aktyny analizowany po transfekcji komérek MCF-7 metylowanymi oligomerami
antysensowymi, w warunkach stresu oksydacyjnego lub bez stresu. Zdjecie przedstawia produkty DNA otrzymane po
reakcji RT-PCR, analizowane elektroforetycznie w 1% zelu agarozowym (rozdziat 5.3.2.). Linia M oznacza marker
wielkosci fragmentéw DNA, K oznacza reakcje z oligomerem kontrolnym, ASO oznacza oligomer antysensowy.

3.1.5. Analiza wplywu oligonukleotydow antysensowych na wydajno$¢ syntezy biatka p53

oraz jego izoformy A40p53, pod wptywem czynnikéw stresowych, w linii komérkowej HepG2

W poprzednich analizach wykazalam, ze po zastosowaniu oligonukleotydow
antysensowych, w komoérkach MCF-7 poziom biatka p53 pelnej dlugosci zmienia sig,
natomiast w linii komorkowej HT-29 zmienia si¢ ilo$¢ izoformy A40p53. W kolejnych
analizach skoncentrowatam si¢ na badaniu wplywu zmiany struktury drugorzedowej
mRNA wywolane] przez hybrydyzacje oligonukleotydow na synteze obydwu bialek,
z genu TP53 nieposiadajgcego mutacji. W tym celu wykorzystatam lini¢ koméorkowa raka
watroby — HepG2, w ktoérej mozliwa jest detekcja zardwno biatka p53 jak i izoformy
A40p53. Oligonukleotydy nr 7, 7a oraz 7b zostaly wprowadzone do komorek, a nast¢pnie
komorki zostaty poddane stresowi oksydacyjnemu wywotanego za pomoca nadtlenku
wodoru o stgzeniu koncowym 200 uM. Analiza poziomu bialek zostata wykonana metoda
Western blot, przy uzyciu przeciwcial pierwszorzedowych PAB1801 oraz DO-1
(szczegotowy opis metody Western blot znajduje si¢ w rozdziale 5.4.6.). Analiza ilo$ci
obydwu bialek pokazata, ze najwickszy wplyw na syntezg, zaréwno p53 jak
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I A40p53, miata hybrydyzacja oligomeru nr 7b (Rys. 26). Spadek efektywnosci syntezy
biatek o prawie 20% zostal zaobserwowany w przypadku tego oligomeru w poréwnaniu do

reakcji z oligomerem kontrolnym.
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Rysunek 26. Analiza efektywnosci syntezy biatek p53, A40p53 i HDM2 zachodzacej w linii komérkowej HepG2,
w obecnosci wybranych oligonukleotydéw antysensowych, pod wptywem stresu oksydacyjnego. Komorki byty
transfekowane oligonukleotydami nr 7, 7a i 7b oraz kontrolnym K. Detekcja biatek p53 i A40p53 odbyta sie na drodze
analizy Western blot, z przeciwciatami PAB1801 i/lub DO-1, natomiast HDM2 za pomocy przeciwciata SMP14.
Linia K(-) oznacza reakcje kontrolng bez nadtlenku wodoru, ASO oznacza oligonukleotyd antysensowy. Na wykresie
przedstawiono s$rednie wartosci wraz z odchyleniem standardowym, pochodzace z trzech niezaleznych
eksperymentdw. llos¢ biatek p53 oraz A40p53 syntetyzowanych w obecnosci oligomeréw antysensowych okreslano
w stosunku do poziomu biatka p53 w transfekcjiz oligomerem kontrolnym i normalizowano w stosunku do poziomu
GAPDH.

Dodatkowo zostala wykonana analiza poziomu biatka HDM2, przy uzyciu
przeciwciata SMP14. Sposréd wprowadzonych oligonukleotydow: 7, 7a oraz 7b, zaden nie
spowodowat znaczacych zmian w efektywnosci syntezy HDM2 (Rys. 26). Zatem,
obnizenie efektywno$ci syntezy bialek p53 pelnej dlugosci i A40p53 za pomoca
oligomerow, w warunkach stresu oksydacyjnego, nie wyptyneto na synteze biatka HDM2.

Kolejng reakcje przeprowadzitlam w warunkach stresu genotoksycznego,
z wykorzystaniem etopozydu. Ponownie wybrane oligonukleotydy zostaly wprowadzone
do linii komérkowej HepG2, a nastgpnie podany zostat etopozyd w stezeniu koncowym
25 uM. Po przeprowadzeniu analizy poziomu biatek metodg Western blot okazato sie, ze
oligonukleotyd 7b nie spowodowat zmian w efektywnosci syntezy biatka p53, natomiast
obnizyt efektywnos¢ syntezy A40p53 o okoto 40%, w poréwnaniu do reakcji
z oligonukleotydem kontrolnym (Rys. 27). W odroznieniu od oligonukleotydu 7b,
oligomery 7 oraz 7a wywolaly wzrost syntezy izoformy A40p53 o okolo 25-30%,
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zestawiajac z reakcja kontrolg. Natomiast poziom biatka p53 nie zmienit si¢ w obecnosci

oligonukleotydéw 7 oraz 7a w warunkach stresu genotoksycznego.
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Rysunek 27. Efektywnos¢ syntezy biatka p53 i izoformy A40p53 w obecnosci oligonukleotydéw antysensowych
nakierowanych na region terminalny 5° mRNA p53, w warunkach stresu genotoksycznego, w linii komérkowej HepG2.
Autoradiogram przedstawia poziom endogennych biatek p53, A40p53 i HDM2 analizowanych metoda Western blot
przy uzyciu specyficznych przeciwciat — DO-1, PAB1801. GAPDH stanowit reakcje kontrolna. Linia K(-) oznacza reakcje
kontrolng bez stresu, Eto oznacza obecno$¢ lub brak etopozydu, ASO oznacza oligonukleotyd antysensowy. Wykresy
przedstawiaja efektywnos¢ syntezy biatka p53 i izoformy A40p53, bedacy s$rednig z trzech powtdrzen,
znormalizowang wzgledem reakcji z kontrolnym oligomerem w warunkach bez stresu.

Dla kazdej analizy typu Western blot przeprowadzitam reakcje kontrolng
z przeciwcialem nakierowanym na biatko komorkowe GAPDH. Analiza zostata wykonana

w celu kontroli natozenia prob na zel, a takze normalizacji wynikow (Rys. 27).
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Rysunek 28. Analiza poziomu mRNA p53 i mRNA B-aktyny po transfekcji komoérek HepG2 wybranymi
oligonukleotydami, w warunkach stresu oksydacyjnego lub w warunkach normalnych. Zdjecie przedstawia produkty
DNA otrzymane po reakcji RT-PCR, analizowane elektroforetycznie w 1% zelu agarozowym (rozdziat 5.3.2.). Linia M
oznacza marker wielkosci fragmentéw DNA, K oznacza reakcje z oligomerem kontrolnym, K(-) oznacza reakcje bez
stresu, ASO stanowi oligomer antysensowy.

80



Wyniki i dyskusja

Analiza wynikéw po RT-PCR wykazala, ze poziom mRNA p53 nie zmienil sig,
pomimo zastosowania oligonukleotydéw antysensowych oraz czynnika indukujacego stres
komorkowy (Rys. 28).

Powyzsze wyniki wskazujg, ze hybrydyzacja oligonukleotydow antysensowych do
regionu regionu terminalnego 5" mRNA: w obregbie U180-U228 w komorkach HepG2,
bedacych pod wplywem stresu genotoksycznego, ulatwia inicjacj¢ Syntezy izoformy
A40p53. Najprawdopodobniej przytaczenie si¢ oligonukleotydow wywoluje rozplecenie
struktury drugorzedowej mRNA, co udostepnia region dla czynnikéw ITAF, ktore wigzac

si¢ powoduja wzrost wydajnosci IRES-zaleznej translacji.

3.1.6. Badanie wptywu elementéw struktury drugorzedowej regionu terminalnego 5' mRNA
p53 na inicjacje translacji zachodzaca z kodonu AUG1 i AUG2 w lizacie z retikulocytow

kréliczych

Weczesniejsze badania przeprowadzone w naszym laboratorium pokazaty,
ze obecno$¢ termodynamicznie stabilnej struktury drugorzedowej typu spinki do wloséw,
na koncu terminalnym 5 mRNA p53 hamuje kap-zalezng inicjacj¢ translacji
(Blaszczyk & Ciesiolka 2011). Zgodnie z oczekiwaniami, kap-zalezng inicjacj¢ translacji
hamuje réwniez brak struktury kap na koncu 5" mRNA. Zwazywszy na te obserwacje,
w celu zablokowania kap-zaleznej translacji i okreslenia wydajnosci IRES-zaleznej syntezy
biatka, do dalszych analiz wykorzystatam wariant mRNA Hp53-554. Jest to modelowy
konstrukt zawierajacy pierwsze 554 nukleotydy regionu terminalnego 5' mRNA p53, ktory
dodatkowo posiada motyw spinki do wlosow na koncu 5’ i jednoczesnie pozbawiony jest
struktury kap. Poprzednio prowadzone badania translacji in vitro z wykorzystaniem tego
wariantu  potwierdzity IRES-zalezna translacj¢ zachodzaca z kodonu AUG2
(Blaszczyk & Ciesiolka 2011).

Celem kolejnego etapu badan byto okreslenie wplywu oligonukleotydow
antysensowych na proces inicjacji translacji zachodzacej z kodonu AUG1 i AUG2
w warunkach in vitro. Dodatkowo zamierzalam poréwna¢ wyniki z rezultatami
otrzymanymi w badaniach wykonanych na liniach komérkowych. Przeprowadzitam reakcje¢

translacji in vitro z wykorzystaniem dwoch wariantow regionu terminalnego 5° mMRNA
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o dhugosci 554 nukleotydoéw, schematycznie przedstawionych na rysunku 29. Sg to
pozbawione struktury kap na koncu 5 mRNA: Hp53-554 (Rys. 29b), oraz jego
odpowiednik pozbawiony motywu spinki do wtoséw na koncu 5’ — p53-554 (Rys. 29a).
Reakcja translacji prowadzona byta w lizacie z retikulocytow kréoliczych — RRL
(ang. rabbit reticulocyte lysate) w obecnosci metioniny znakowanej izotopem siarki
[*°S]-Met (szczegotowy opis metody opisany jest w rozdziale 5.4.3.1). RRL jest
uproszczonym systemem do przeprowadzania translacji in vitro, pozbawionym wielu
biatlek komoérkowych. Ze wzgledu na ich brak, system ten jest odpowiedni do oceny
wptywu struktury drugorzgdowej na proces inicjacji translacji, ze zminimalizowanym
wptywem bialek komoérkowych o charakterze regulatorowym. Produkty biatkowe po
translacji analizowane byly elektroforetycznie w warunkach denaturujacych, w 15%
warstwie rozdzielajacej zelu poliakryloamidowego, z dodatkiem 0,1% SDS (metoda
opisana zostata w rozdziale 5.3.3.). Dzigki zastosowaniu w reakcji translacji metioniny
znakowanej izotopem siarki [*>S]-Met mozliwa byta detekcja produktow biatkowych na
drodze autoradiografii.

Analiza otrzymanych wynikéw pokazata, ze w obecnosci oligonukleotydu
kontrolnego, nieprzytaczajacego si¢ do modelowych wariantow mRNA, stosunek ilosciowy
produktéw syntetyzowanych z kodonu AUG1 do AUG2, w przypadku wariantu p53-554
wynosi okoto 2:1 (Rys. 29a). W przypadku wariantu Hp53-554, natomiast, stosunek biatek
powstajacych z AUG1:AUG2 wynosi 1:2,5, co jest zgodne z wczesniejszymi obserwacjami
(Rys. 29b) (Blaszczyk & Ciesiolka 2011). Po zastosowaniu oligomeru nr 1,
przytaczajacego sie do motywu strukturalnego G56—C169, translacja zachodzaca z kodonu
AUGI, w obydwu wariantach mRNA, =zostata istotnie obnizona (Rys. 29).
Prawdopodobnie, jest to rezultat ubozszego sktadu RRL oraz mniejszej ilosci biatek
helikalnych. Obserwacje te, sa jednak odmienne od wynikow otrzymanych
w do$wiadczeniach przeprowadzonych na liniach komoérkowych, gdzie oligonukleotyd nr 1
nie wplyngt na synteze biatka p53. Prawdopodobnie, przyczyng jest brak wplywu
oligonukleotydu na strukture drugorzedowa regionu terminalnego 5’ mRNA w warunkach
komoérkowych, ktora moglaby zmieniaé efektywno$é translacji. Swiadcza o tym badania
struktury drugorzedowej regionu terminalnego 5 mRNA p53 po zwigzaniu si¢

oligonukleotydow antysensowych, w ktorych nie obserwowatam zmiany struktury
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drugorzgdowej pod wpltywem wigzania oligomeru 1. Kolejnym prawdopodobnym
uzasadnieniem inhibicji translacji zachodzacej z kodonu AUG1 jest zahamowanie
IRES-zaleznej translacji po zwigzaniu oligonukleotydu nr 1. Spekuluje si¢, ze inicjacja
translacji IRES-zaleznej moze zachodzi¢ nie tylko z kodonu AUG2, lecz takze z kodonu
AUGI (Ray et al., 2006). Brak obserwacji takiego efektu w liniach komdrkowych moze
wskazywa¢ na udziat dodatkowych bialek typu ITAF wystepujacych w zywych

komorkach, ktére utatwiajg przebieg tego typu inicjacji translacji.
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Rysunek 29. Translacja in vitro (a) mRNA p53-554 i (b) mRNA Hp53-554 w obecnosci oligonukleotydéw antysensowych
nr1,4,7,7ai7b oraz kontrolnego K, wraz ze schematycznym przedstawieniem modelowych mRNA. Autoradiogramy
przedstawiaja rozdziat elektroforetyczny produktéw biatkowych, w warunkach denaturujacych, w 15% warstwie
rozdzielajacej zelu poliakryloamidowego z dodatkiem 0,1% SDS (petny opis metody znajduje sie w rozdziale 5.3.3.).
ASO oznacza oligonukleotyd antysensowy. Wykres obrazuje wptyw oligonukleotydow na wydajnos¢ translacji
inicjowanej z AUG1 i AUG2. Wszystkie wartosci sa srednimi pochodzacymi z trzech powtodrzen, znormalizowanymi
w stosunku do reakcji kontrolnej — K bez oligomeru.
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W przypadku mRNA p53-554, zastosowanie oligonukleotydu nr 7 obnizyto synteze
biatka zachodzaca z kodonu AUG1 o okoto 35% (Rys. 29a), natomiast translacja mRNA
Hp53-554 z kodonu AUGL zostata zredukowana o okoto 20% (Rys. 29b). Translacja
MRNA p53-554 zachodzaca z kodonu AUGI zostata zahamowana o 20% takze przy uzyciu
oligonukleotydu nr 7a. Powyzsze obserwacje s3a zgodne z danymi otrzymanymi
w badaniach na linii komdrkowej MCF-7, gdzie oligomery nr 7 i 7a obnizyly efektywnos¢
syntezy biatka p53 w warunkach stresowych. Jednakze po przeprowadzeniu translacji in
vitro zar6wno mRNA p53-554 jak i Hp53-554, w obecno$ci oligonukleotydu 7b, nie
zaobserwowatam zadnych zmian w efektywnosci translacji, pomimo iz byty one widoczne
w eksperymencie przeprowadzonym na komorkach.

Translacja zachodzaca z kodonu AUG2, w przypadku mRNA p53-554, byla
obnizona o okoto 30% w obecnosci oligonukleotydu nr 7b i o okoto 15% w obecnosci
oligomeru nr 7 (Rys. 29a). Silniejszy efekt, mianowicie obnizenie wydajnosci o okoto 25%,
obserwowano po przeprowadzeniu translacji z mRNA Hp53-554 w obecnosci
oligonukleotydu nr 7 (Rys. 29b). Synteza zachodzaca z kodonu AUG2 w przypadku
MRNA p53-554 i Hp53-554 nie zostata zahamowana po zastosowaniu oligomeru nr 7a.
Natomiast badania przeprowadzone na linii komodrkowej HepG2 pokazaty, ze przy
wykorzystaniu oligonukleotydu nr 7a efektywnos$¢ translacji zachodzacej z kodonu AUG2
wzrasta. Wprowadzenie do reakcji oligonukleotydu nr 4 obnizyto efektywnos¢ translacji
w przypadku wariantu Hp53-554 zachodzacej z kodonu AUG2 o okoto 15%, co jest
porownywalne z danymi otrzymanymi z doswiadczen przeprowadzonych na linii
komorkowej HT-29.

Kolejnym eksperymentem byta translacja in vitro wariantu mRNA p53-554
posiadajagcego struktur¢ kap na koncu terminalnym 5 mRNA, przeprowadzona
w obecno$ci wolnego analogu kapu m’GpppG. Analog kapu jest inhibitorem kap-zaleznej
inicjacji translacji, a badania przy jego uzyciu byly juz wcze$niej prowadzone w naszym
laboratorium (Blaszczyk & Ciesiolka 2011; Gorska et al., 2013a). Zastosowanie w reakcji
m’GpppG ma na celu zwiazanie czynnikow inicjacji translacji znajdujacych sie¢ w lizacie,
tak aby nie mogly wigza¢ si¢ do kapu obecnego na koncu 5" mRNA, co w konsekwencji

powoduje inhibicje¢ kap-zaleznego procesu translacji.
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Rysunek 30. Analiza iloSciowa efektywnosci translacji wariantu mRNA p53-554, po zastosowaniu oligonukleotydéw nr
1i 4, -w obecnosci wzrastajacego stezenia wolnego analogu kapu m’GpppG. Autoradiogram przedstawia rozdziat
elektroforetyczny produktéw biatkowych syntetyzowanych z kodonéw AUG1 i AUG2, przeprowadzony w warunkach
denaturujacych, w 15% warstwie rozdzielajacej zelu poliakryloamidowego, z dodatkiem 0,1% SDS (petny opis metody
znajduje sie w rozdziale 5.3.3.).

Reakcja translacji in vitro prowadzona byla w RRL, w obecnosci metioniny
znakowanej izotopem siarki [*S]-Met, do ktorego dodany zostal analog kapu

o wzrastajacym stezeniu od 0 do 750 uM, po czym do kazdej proby dodana zostala taka
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sama ilo§¢ mRNA p53-554 (szczegotowy opis metody znajduje si¢ w rozdziale 5.4.3.1.).
Nastepnie na podstawie rozdzialu elektroforetycznego w warunkach denaturujacych
z dodatkiem 0,1% SDS, okreslona zostata ilos¢ produktéw biatkowych powstajacych
z obydwu kodonéw, AUGL i AUG2, w odniesieniu do reakcji kontrolnej prowadzonej bez
dodatku wolnego analogu kapu. Po przeprowadzeniu translacji in vitro wariantu mRNA
p53-554 w obecnosci analogu kapu oraz oligonukleotydéw nr 1 i 7 synteza zachodzgaca
z kodonu AUG] zostata zahamowana (Rys. 30). W miar¢ wzrostu st¢zenia analogu malata
efektywnos$¢ translacji, a przy najwyzszym jego stezeniu — 750 uM wydajnos¢ wynosita
jedynie 30%, w poréwnaniu do proby, do ktorej nie dodano analogu kapu. Co interesujace,
w przypadku translacji zachodzacej z kodonu AUG?2, przy wzrastajacym stezeniu analogu
kapu, wzrastala tez efektywnos$¢ syntezy biatka. W probie, gdzie dodany zostat
oligonukleotyd nr 1, przy maksymalnym st¢zeniu analogu kapu, efektywnos$¢ translacji
przekroczyta 900%, w poréwnaniu z reakcja bez analogu kapu. Natomiast po zastosowaniu
oligonukleotydu nr 7, przy najwyzszym st¢zeniu analogu, efektywnos$¢ syntezy wynosita
200%, zestawiajac z reakcja kontrolng (Rys. 30).

Powyzsze wyniki analizy pokazuja, jak duzy wpltyw ma struktura drugorzedowa
mRNA na translacje zachodzaca z kodonu AUG1 dla biatka p53 oraz AUG2 dla izoformy
A40p53. Ponadto dowodza, ze elementy struktury drugorzedowej w obrebie U180-U228 w
regionie terminalnym 5’ mRNA p53, sa niezbedne dla prawidlowe]j syntezy tych biatek.
Dodatkowo struktura drugorzgdowa spinki do wloséw obejmujaca region G56-C169, jest
kluczowa dla zachowania wysokiej wydajnos$ci translacji zachodzacej z kodonu AUG2.
Jednakze poréwnujac wptyw oligonukleotydow na reakcje translacji przeprowadzong
in vitro w RRL oraz w komorkach mozna zaobserwowaé pewne roznice. Moga one by¢
wynikiem roznego sktadu biatkowego lizatu z retikulocytow kroliczych i zestawu biatek

obecnych w zywych komorkach.

3.1.7. Dyskusja

Zaproponowano, ze inicjacja syntezy biatka p53 oraz izoformy A40p53 moze
zachodzi¢ w sposob IRES-zalezny, z wykorzystaniem elementéw struktury drugorzedowe;j

znajdujacych si¢ w regionie terminalnym 5" mRNA p53. Liczne analizy porownawcze
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sekwencji RNA obejmujacej region niekodujacy 5’ wraz z 40 nukleotydami sekwencji
kodujacej  wykazaly = wysoka  zachowawczo$¢  ewolucyjng  tego  regionu
(Blaszczyk & Ciesiolka 2011). Co wiecej, informacje zgromadzone w bazach danych
pokazujg, ze w komoérkach nowotworowych znacznie mniej mutacji znajdowano w tym
regionie, niz w sekwencji kodujacej (Leroy et al., 2013).

Do okreslenia roli elementdéw struktury drugorzedowej zlokalizowanych w regionie
terminalnym 5" mRNA p53 wykorzystatam oligonukleotydy antysensowe modulujgce
translacje (Rys. 17). Na podstawie otrzymanych wynikow wnioskuje, ze zachowana
struktura drugorzedowa w obrebie nukleotydow U180-U228 jest konieczna dla wysokiej
wydajnosci translacji mMRNA p53. Oligonukleotydy nr 7, 7a, i 7b, nakierowane na ten
region, spowodowaty obnizenie efektywnosci syntezy biatka p53 i/lub izoformy A40p53
(Rys. 22 1 24). Jedna z przyczyn moze by¢ zmiana struktury drugorzedowej tego regionu
wywotana przytaczeniem si¢ oligonukleotydéw, co w konsekwencji prowadzi do
zaburzenia oddzialywania z czynnikami ITAF. Jest to zgodne z obserwacjami
Sharathchandra i wspotpracownikow, ktorzy wykazali, ze struktura drugorzedowa typu
spinki, obejmujaca nukleotydy U180-U228, stanowi miejsce oddziatywania biatek
i czynnikéw ITAF biorgcych udzial w procesie IRES-zaleznej inicjacji translacji
(Sharathchandra et al., 2014). Dodatkowo, badania ujawnily, ze naturalnie wyst¢pujaca
mutacja L22L (zmiana kodonu CUA na CUG w pozycji 22), ktora znajduje sie¢ w apikalnej
petli spinki U180—A218, ostabia syntezg p53 i A40p53 (Candeias et al., 2008; Grover et al.,
2011). Najprawdopodobniej jest to rezultat zredukowanego oddziatywania biatka HDM?2
z tym regionem. Ponadto mutacja ta wplywa na zmiang struktury trzeciorzgdowej] mRNA
w tym regionie, co potwierdzono w badaniach mapowania struktury RNA
(Candeias et al., 2008; Grover et al., 2011).

Badania mapowania struktury drugorz¢dowej regionu terminalnego 5" mMRNA p53,
w obecnosci oligonukleotydow antysensowych wykazaty, ze oligomer nr 7a powoduje
zmiany struktury drugorzedowej w obrgbie petli apikalnej spinki U180-A218, a takze jej
ekspozycje na cigcie indukowane w obecnosci jonow otowiu (I1). Zaburzenie struktury
drugorzedowej spowodowato znaczne obnizenie efektywnosci syntezy biatka p53 w linii
komorkowej MCF-7 oraz izoformy A40p53 w komorkach HT-29 w warunkach stresowych

(Rys. 22 i 24). Zupehlie odwrotny byt wptyw oligonukleotydu nr 7, poniewaz
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oligonukleotyd nakierowany na petle apikalng uniemozliwil cigcie jonami otowiu (1)
w tym regionie (Rys. 18). Pomimo to obserwowano zmniegjszenie efektywnosci syntezy
biatka p53 oraz izoformy A40p53, podobnie jak w przypadku uzycia oligonukleotydu nr 7a
(Rys. 22). Powyzsze rezultaty podkreslajg istotne znaczenie petli apikalnej w potencjalnych
oddziatywaniach z czynnikami ITAF, ktore moga wplyna¢ na IRES- zalezng syntezg p53
I A40p53.

Wykazano, ze zmiany struktury drugorzedowej w obrgbie centralnego regionu
spinki U180-A218, spowodowane przez mutacje synonimiczne w kodonach 17, 18 i 19,
wywoluja zmiany w oddziatywaniu z biatkami HDM2 1 hnRNP C1/C2
(Candeias et al., 2008; Grover et al., 2011). Niemniej jednak wystapienie mutacji w tym
obrebie moze prowadzi¢ do zaburzenia oddzialywan réwniez z innymi czynnikami
biatkowymi. Niedawno zaproponowano, ze biatko PTB (ang. polypyrimidine-track-
binding) oddziatuje z regionem A189-U194 (Khan et al., 2013). Co interesujace, region ten
stanowi jednocze$nie miejsce przylaczania si¢ oligonukleotydu nr 7a (Rys. 17). Otrzymane
przeze mnie wyniki sugeruja zatem, ze oligonukleotyd nr 7a, oprocz modyfikacji struktury
drugorzedowej mRNA, moze takze konkurowa¢ z biatkiem PTB o wigzanie do miejsca
docelowego na mRNA. Powyzsze obserwacje sg bardzo istotne, poniewaz wykazano, ze
biatko PTB stymuluje aktywno$¢ IRES-zaleznej translacji. Z tego tez powodu, motywy
struktury drugorzedowej regionu U180-A218, muszg pozosta¢ niezmienione, aby
oddziatywania z czynnikami ITAF byly prawidlowe i proces IRES-zaleznej translacji
zachodzil efektywnie.

Okazato si¢, ze w obecnosci oligonukleotydu nr 7b synteza zaréwno biatka p53 jak
i izoformy A40p53 jest silnie obnizona (Rys. 22 i 24). Efekt ten byt zauwazalny nie tylko
w warunkach stresu komorkowego, lecz takze bez uzycia czynnikow stresowych, co jest
zgodne z naszymi wcze$niejszymi obserwacjami (Gorska et al., 2013b). Nieoczekiwanie,
obnizenie efektywnosci translacji nie bylo zauwazalne, w warunkach reakcji in vitro
w RRL (Rys. 29).Co ciekawe, region, do ktorego wigze si¢ oligomer 7b tj. A219-U228, nie
byt do tej pory uznawany za istotny region regulatorowy. Przedstawione przeze mnie
wyniki sugeruja, iz region ten moze stanowi¢ miejsce oddzialywania MRNA z biatkami,
lub dlugimi niekodujagcymi RNA, ktore wptywaja na proces inicjacji syntezy biatka p53.

Podobnie jest w przypadku wirusa HCV, u ktorego do regionu 5'UTR przytacza sig¢
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miR122 regulujac jego translacj¢ poprzez zmiang struktury drugorzedowej regionu
terminalnego 5 mRNA (Ji et al, 2004). Dlatego tez mozemy przypuszczac,
iz oligonukleotyd 7b konkuruje w wigzaniu si¢ czynnikow, ktore sa niezbedne
w translacji zarowno IRES- jak i kap-zaleznej zachodzacej w komorkach. Czynniki te
mogg by¢ jednak niecobecne w RRL, co skutkuje brakiem konkurencji o miejsce wigzania.
W rezultacie, proces translacji zachodzacy w obecno$ci oligomeru nr 7b moze réznié si¢
w komorkach i w warunkach in vitro.

Otrzymane wyniki wskazaty, ze oligonukleotydy antysensowe wptywaja w istotny
sposob na proces translacji. Jednakze wyniki znacznie r6znily si¢ dla poszczegdlnych linii
komoérkowych oraz po zastosowaniu czynnikow stresowych. W obecnosci oligomerow
nr 7 oraz 7a efektywno$¢ syntezy izoformy A40p53 w komoérkach HepG2 wzrosta,
w warunkach zaréwno stresu oksydacyjnego jak i genotoksycznego (Rys. 26). Ta sama
para oligomeréw spowodowata obnizenie syntezy izoformy A40p53 w linii komorkowe;j
HT-29 w stresie oksydacyjnym (Rys. 22). Ponadto oligonukleotydy te obnizaja
efektywno$¢ syntezy biatka p53 w linii komorkowej MCF-7 w obecnosci czynnikow
stresowych. Rozbiezno$¢ otrzymanych wynikow moze by¢ rezultatem odmiennej
odpowiedzi linii komoérkowej na dany czynnik stresowy (Candeias et al., 2006).
W przypadku oligonukleotydow nr 7 i 7a, ktorych przytaczenie do regionu terminalnego
5’ mRNA pS3 powodowato rozplecenie struktury drugorzedowej
spinki U180-A218, efekt wzrostu efektywnosci syntezy izoformy A40p53 w linii
komoérkowej HepG2 moze by¢ skutkiem ulatwionego przylaczania si¢ biatek (Rys. 26).

W przypadku zastosowania oligonukleotydu nr 1, nakierowanego na strukturg
drugorzgedowa spinki G56—C169, efektywnos$¢ syntezy biatek p53 1 A40p53 nie ulegta
duzej zmianie. Zauwazono jedynie niewielki spadek syntezy izoformy A40p53 w linii
komorkowej HT-29, a takze brak zmian w efektywnosci syntezy biatka p53 w komorkach
MCF-7 w warunkach stresu oksydacyjnego (Rys. 22 i 24). Co ciekawe, spadek syntezy
biatka p53 byt obserwowany jedynie w RRL. Wczesniejsze badania pokazaty, ze mutacja
punktowa zmieniajagca cytozyn¢ na tyming¢ w pozycji 119 w regionie terminalnym
5" mRNA p53 w komoérkach czerniaka skory, znaczaco wplywa na kap-niezalezng
translacje (Khan et al., 2013). Mutacja ta, prawdopodobnie ostabia oddziatywanie biatka

PTB ze strukturg IRES. Poréwnanie efektywnosci translacji réznych wariantow mRNA p53
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posiadajacych odmienne fragmenty regionu terminalnego 5’ pokazato, ze S'UTR wplywa
na wydajnos$¢ syntezy biatek. Jest to zwigzane z interakcjg biatka RPL26 z tym regionem
w warunkach stresu genotoksycznego. Co wigcej, wigzanie biatka RPL26 wymaga
zgodnosci nukleotydowej w pozycji G82-G102 5'UTR mRNA p53, a takze
komplementarno$ci w regionie 3'UTR (Chen & Kastan 2010). Wskazuje to na istotng role
funkcjonalng motywu strukturalnego spinki do wtoséw G56—C169.

W poprzednich badaniach przeprowadzonych w naszym laboratorium wykazano, ze
translacja inicjowana z kodonu AUG2 przebiega w sposéb kap-niezalezny. Pokazano, ze
zatrzymanie kap-zaleznej translacji zachodzacej z kodonu AUGI, poprzez umieszczenie
stabilnej termodynamicznie spinki do wlosow w regionie niekodujacym S5'mRNA nie
wplywa na translacj¢ inicjowang z kodonu AUG2 (Gorska et al., 2013b). Co wiecej
przeprowadzenie reakcji translacji in vitro w obecnosci analogu kapu m'GpppG
spowodowato wzrost translacji zachodzacej z kodonu AUG2, co silnie wskazuje na
mechanizm  kap-niezalezny inicjacji  translacji z udzialem elementu IRES
(Blaszczyk & Ciesiolka 2011). Wzrost efektywnosci translacji po zastosowaniu analogu
kapu wskazuje na mozliwg konkurencje pomigdzy inicjacja zalezng od kap,
a IRES-zaleznym mechanizmem inicjacji w warunkach in vitro. Dlatego tez,
zaobserwowany przeze mnie znaczacy wzrost wydajnosci translacji w przypadku wariantu
MRNA p53-554, w obecnosci oligonukleotydow antysensowych nr 1 i 7 oraz po
zastosowaniu analogu kapu, $wiadczy o obecnosci motywu IRES w regionie terminalnym
5"mRNA p53 (Rys. 30).

Podsumowujac, wykorzystanie oligonukleotydéw antysensowych umozliwito
poprzez zmiang struktury drugorz¢gdowej mRNA w regionie terminalnym 5’. Udowodnito
to bardzo wazng role tego regionu w procesie translacji. W warunkach stresu
komorkowego, region U180-A218 stanowigcy motyw spinki do wloséw pelni role
elementu dziatajagcego w uktadzie cis, ktory pozwala na regulowanie aktywnosci IRES

poprzez oddziatywanie z biatkami pomocniczymi.
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3.2. Wptyw wariantéw regionu terminalnego 5" mRNA p53 na proces

skanowania mRNA przez rybosom i efektywnos¢ translaciji

Translacja jest zlozonym, kilkuetapowym procesem pozwalajacym na
rozszyfrowanie informacji genetycznej zawartej w DNA oraz jej ekspresje w postaci
réznych bialek. Proces sktada si¢ z trzech gléwnych etapow — inicjacji, elongacji oraz
terminacji, a kazdy z nich wymaga precyzyjnego i skoordynowanego dziatania setek
czasteczek, a takze podlega doktadnej kontroli. Niezwykle waznym etapem jest inicjacja
translacji, w ktorej kodon inicjacyjny AUG w mMRNA jest identyfikowany przez
rybosomalny kompleks pre-inicjacyjny 43S PIC (ang. pre-initiation complex), sktadajacy
sic z malej podjednostki rybosomu 40S, tRNAM®, GTP oraz czynnikéw inicjacyjnych
elF1, elF1A, elF3 i elF2. Nastepnie, W chwili rozpoznania AUG, podjednostka
rybosomalna 60S taczy si¢ z PIC, tworzac kompleks inicjacyjny 80S zdolny do rozpoczgcia
fazy elongacji. W procesie tym, co najmniej dwanascie réznych czynnikéw inicjujacych
jest wymaganych do prawidlowego rozpoczecia translacji (Hershey et al., 2012).

Mechanizm skaningowy jest gtdbwnym mechanizmem, wedtug ktérego dochodzi do
rozpoznania kodonu inicjacyjnego. Obejmuje on wigzanie si¢ kompleksu PIC z koficem
5" mRNA w miejscu struktury kap — m’GpppN. Nastepnie odbywa sie migracja kompleksu
wzdluz mRNA w kierunku 3’ az do rozpoznania kodonu start AUG. Szybkos$¢ z jaka
rybosom migruje skanujac sekwencje 5'UTR jest indywidualna dla kazdego mRNA.
Zwazywszy na fakt, iz 43S PIC moze przytaczy¢ si¢ jedynie do jednoniciowej struktury
RNA, wysokie ustrukturyzowanie regionu terminalnego 5’ nie jest korzystne dla rybosomu.
W szczegdlnosci niepozadana jest obecno$¢ motywow strukturalnych o duzej trwatosci
termodynamicznej, znajdujacych si¢ w tym regionie, ktore muszg zosta¢ rozplecone przez
liczne biatka helikalne, co moze opo6znia¢ proces skanowania (Kozak 1987,
Pisareva et al., 2008).

Pomimo, iz proces biosyntezy biatek zostal dos¢ dobrze zbadany, wcigz jednak nie
do konca poznany jest mechanizm inicjacji translacji pojedynczych mRNA. Cho¢ czynniki
inicjacji translacji i formacja kompleksu w kap-zaleznej inicjacji zostaly dobrze

scharakteryzowane, jak dotad niewiele wiadomo o migracji rybosomu podczas procesu
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skanowania. Badania przedstawione przeze mnie w poprzednim rozdziale wykazaty, ze
efektywnos¢ syntezy biatka p53 jest silnie zalezna od struktury drugorzedowej znajdujacej
si¢ w regionie terminalnym 5’ jego mRNA. Dlatego tez postanowilam rozszerzyc te
badania o bardziej szczegotows analize¢ mechanizmu inicjacji translacji. Zatem, kolejnym
celem moich badan byto okreslenie wplywu struktury drugorzedowej oraz dtugosci S'UTR
mRNA na szybko$¢ skanowania mRNA przez rybosom z wykorzystaniem modelowych

konstruktow mRNA p53.

3.2.1. Przygotowanie modelowych konstruktow regionu terminalnego 5 mRNA p53

Pierwszym etapem badan bylo zaprojektowanie a nastgpnie zsyntetyzowanie
modelowych mRNA zawierajacych warianty sekwencyjne regionu terminalnego 5’ mRNA
p53. Warianty te, roznily si¢ od siebie dlugoscig a takze strukturg drugorzedowa, jaka
przyjmuje ten region mRNA p53. Celem takiego podejscia byto okreslenie wplywu
wprowadzonych zmian w regionie niekodujacym 5" mRNA na efektywnos$¢ translacji,
a w szczegolnosci na czas skanowania mRNA przez rybosom. Modelowe mMRNA powstaly
w wyniku reakcji transkrypcji in vitro, na bazie zsyntetyzowanych wczesniej w naszym
zakladzie konstruktow dsDNA zawierajacych warianty regionu niekodujacego 5"
P1-A40p53 oraz PO-A40p53 (Rys. 31a). P1-A40p53 obejmuje region niekodujacy 5’ mRNA
pS3 rozpoczynajacy  si¢ od  miejsca promotorowego P1, natomiast
PO-A40p53 zawiera dodatkowo 113-nt region migdzy-promotorowy PO-P1. Obydwa
konstrukty mRNA posiadaja kodon inicjacyjny AUGI oraz kodon AUG2, za ktoérym
zlokalizowana jest sekwencja kodujaca biatko lucyferaze Renilla
(Blaszczyk & Ciesiolka 2011; Gorska et al., 2013ab). Szczegdtowy opis przygotowania
wszystkich konstruktow dsDNA znajduje si¢ w rozdziale 5.4.1.

Pierwsza para opracowanych przeze mnie wariantow zostata przygotowana na
podstawie konstruktu P1-A40p53. Zatozeniem bylo zsyntetyzowanie wariantbw mRNA
posiadajacych zmieniong strukture drugorzedowag mRNA w obrebie kodonu inicjacyjnego
AUG1. Warianty zostaty zaprojektowane tak aby P1-A40p53(L) zawieral kodon AUGI
w jednoniciowe] strukturze typu petli wewngtrznej, natomiast P1-A40p53(S) posiadat

kodon AUGI w dwuniciowym regionie struktury drugorzedowej. Konstrukty dsDNA
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uzyskalam poprzez wprowadzenie substytucji punktowych na drodze ukierunkowane;j
mutagenezy, za pomocg startera DNA niosgcego mutacje (sekwencje starteréw podane sa
w tabeli 6 rozdziatu 5.4.1.). W rezultacie, w przypadku wariantu mRNA P1-A40p53(L)
nukleotydy: U, C, C, A w pozycjach 77, 78, 79, 80 zostaly zamienione na nukleotydy A, A,
G, C, natomiast w wariancie mRNA P1-A40p53(S) nukleotydy C oraz A w pozycjach 81
i 83 zostaty zamienione na U oraz G.

Kolejng pare przygotowanych wariantow stanowity MRNA posiadajace nieaktywny
kodon inicjacyjny AUG2: P1-A40p53(gUG2) oraz P0-A40p53(gUG2). Powstaly one na
podstawie konstruktow P1-A40p53 i PO0-A40p53. Przy wykorzystaniu metody
ukierunkowanej mutagenezy, na miejsce adenozyny znajdujacej si¢ w pozycji 253
w przypadku wariantu P1-A40p53, oraz 366 w przypadku wariantu PO-A40p53, w obrgbie
kodonu AUG2 zostata wprowadzona guanozyna, tak aby kodowany aminokwas byt
zmieniony z metioniny na waling (sekwencje zastosowanych starteréw DNA znajduja si¢
w tabeli 6). W rezultacie, inicjacja translacji z tego kodonu miata zosta¢ zahamowana.

Nastgpng parg wariantow byly P1-A40p53(A57) oraz P1-A40p53(AHDM2),
ktore posiadaty wigksze zmiany wprowadzone do struktury drugorzedowej. Zostaty one
przygotowane na podstawie konstruktu P1-A40p53. W przypadku modelowego mRNA
P1-A40p53(A57) trzon spinki G56—C169 oraz jej petla apikalna zostaly skrocone poprzez
delecje nukleotydow w pozycjach: 5773, 100-125 oraz 145-168. Natomiast wariant
P1-A40p53(AHDM2) zostal pozbawiony motywu strukturalnego spinki do wlosow
U180-A218 poprzez usunigcie nukleotydow w pozycjach 180—-215.

Dodatkowo przygotowanym wariantem byt P1-A40p53(AA224), posiadajacy
delecje adeniny w pozycji 224. Konstrukt ten, powstaty na bazie P1-A40p53, posiadat dwa
kodony inicjacyjne, lecz w wyniku delecji pojedynczego nukleotydu przesunigta zostata
ramka odczytu dla translacji zachodzacej z kodonu AUGL.

Kolejnym etapem przygotowania modelowych wariantow mRNA do badan
przebiegu translacji byta eksperymentalna analiza ich struktur drugorzgdowych.
Po przeprowadzeniu ukierunkowanej mutagenezy, przygotowane konstrukty dsDNA,
zawierajagce warianty regionu terminalnego 5" mRNA p53, linearyzowalam za pomoca
trawienia enzymem restrykcyjnym Notl, tuz za sekwencja kodujgca biatko reporterowe.

Nastepnie, dzigki obecnosci sekwencji promotora dla polimerazy T7 na koncu 5’ kazdego
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z wariantow, przeprowadzitam reakcje¢ transkrypcji in vitro. Szczegotowy opis procedur
trawienia dsDNA enzymem restrykcyjnym jak i transkrypcji in vitro znajduje sig

w rozdziale odpowiednio 5.4.1.3 oraz 5.4.2.
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Rysunek 31a. Struktura drugorzedowa wariantéw regionu niekodujacego 5° mRNA p53: P0-A40p53 oraz P1-A40p53.
Region miedzy-promotorowy P0-P1 zaznaczony jest kolorem niebieskim (na podstawie Blaszczyk & Ciesiolka 2011;
Gorska et al., 2013b).
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Rysunek 31b. Analiza struktury drugorzedowej konstruktu mRNA P1-A40p53 przy uzyciu metody ciecia indukowanego
w obecnosci jondow Pb>. Po lewej stronie przedstawiono autoradiogram po rozdziale elektroforetycznym
w warunkach denaturujacych, w 8% zelu poliakryloamidowym z dodatkiem 7 M mocznika (szczegétowy opis metody
znajduje sie w rozdziale 5.3.1.), obrazujacy wyniki reakcji ciecia Pb*. Scieiki G, C, Ai T wskazuja linie sekwencyjne,
podczas gdy 0, 0,5, 1 i 2 mM wskazujg na rosnace stezenie jondéw otowiu (Il). Wybrane pozycje nukleotydéw
zaznaczono po prawej stronie autoradiogramu. Region z kodonem AUG1 jest oznaczony na zelu, jako A130-C145.
Po prawej stronie przedstawiono uproszczony model struktury drugorzedowej mRNA. Kodony inicjacyjne AUG
zaznaczone s3 na zielono, ciecia indukowane przez Pb** sg oznaczone czarnymi strzatkami, natomiast na niebiesko
oznaczono sekwencje lucyferazy Renilla.

Otrzymane modelowe konstrukty mRNA poddatam reakcji cigcia indukowanego
w obecnosci jonow otowiu i/lub acylacji grup 2'-hydroksylowych analizowanej za pomoca
reakcji odwrotnej transkrypcji — SHAPE (ang. selective 2’-hydroxyl acylation analyzed by
primer extension). Reakcja SHAPE polega na zastosowaniu bezwodnika
N-metyloizatoicznego (NMIA), ktory acyluje grupy 2’ OH reszt rybozy w regionach
jednoniciowych RNA. Miejsca modyfikacji identyfikowatam za pomoca reakcji odwrotnej
transkrypcji, z wykorzystaniem enzymu odwrotnej transkryptazy Super Script Ill, przy

pomocy startera DNA znakowanego na koncu 5’ izotopem *2P (sekwencja nukleotydowa
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startera zawarta jest w tabeli. 7 w rozdziale 5, natomiast szczegdtowy opis metody znajduje
si¢ w rozdziale 5.4.8.1.). Fragmenty cDNA byly rozdzielane -elektroforetycznie,
w warunkach denaturujgcych w 8% zelu poliakryloamidowym z 7 M mocznikiem oraz
w buforze elektroforetycznym 1x TBE. Model struktury drugorz¢dowej zostat
wygenerowany przez program RNAstructure 5.6 z uwzglednieniem danych mapowania
struktury, otrzymanych za pomoca metody SHAPE. Ciccia indukowane jonami Pb*
naniostam na model struktury drugorzgdowej, po okresleniu wzglednej intensywnosci cigé
w odniesieniu do cie¢ w reakcji kontrolne;.

Rysunki 31b, 32, 33 i 34 przedstawiaja autoradiogramy po reakcji cigcia RNA
indukowanego w obecnosci jonéw Pb®" i/lub modyfikacji SHAPE wraz z modelami
struktury drugorzedowej otrzymanych wariantow mRNA, wygenerowanymi komputerowo
na podstawie wynikow mapowania.

Analiza przeprowadzonej reakcji ciecia RNA za pomocg jondéw otowiu wykazata,
zgodnie z oczekiwaniami, ze w przypadku konstruktu P1-A40p53(S) struktura
drugorzedowa w obrebie kodonu AUGI1 jest dwuniciowa (Rys. 32). Poréwnujac
z wariantem typu dzikiego P1-A40p53 (Rys. 31b), pozostate elementy strukturalne zostaty
zachowane. W przypadku wariantu P1-A40p53(L) takze potwierdzona zostata
przewidziana struktura drugorzgdowa. Kodon AUGI znajduje si¢ w jednoniciowym
odcinku struktury drugorzedowej (Rys. 32). W wyniku analizy SHAPE oraz ciecia Pb®,
okreslona zostata struktura drugorzedowa przygotowanych wariantow
P1-A40pS53(AHDM?2) oraz P1-A40p53(A57) (Rys. 33 1 34). Wyciecie fragmentu
stanowigcego spinke U180-A218 w konstrukcie P1-A40p53(AHDM2) nie zaburzylo
struktury drugorzgdowej pozostatych motywow strukturalnych obecnych w regionie
terminalnym 5’ mRNA p53 (Rys. 33). Natomiast usunigcie nukleotydow w obrebie regionu
G56-C169 spowodowato skrocenie trzonu spinki, lecz bez zmian w strukturze

drugorzedowej czesci apikalnej oraz w obrgbie kodonu AUGI (Rys. 34).
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Rysunek 32. Mapowanie struktury drugorzedowej konstruktéw P1-A40p53(S) oraz P1-A40p53(L) metodq ciecia RNA
indukowanego w obecnosci Pb?". Autoradiogramy przedstawiajg rozdziat elektroforetyczny w warunkach
denaturujacych, w 8% zelu poliakryloamidowym z dodatkiem 7 M mocznika (szczegétowy opis metody przedstawiony
jest w rozdziale 5.3.1.), opis autoradiogramdéw jest analogiczny do Rysunku 31b. Uproszczone modele struktury
drugorzedowej mRNA przedstawiajg warianty: P1-A40p53(S), w ktérym kodon AUG1 znajduje sie w regionie
dwuniciowym, oraz P1-A40p53(L), gdzie AUG1 zlokalizowany jest w strukturze jednoniciowej. Zmutowane nukleotydy
zaznaczono na zelach i na modelach struktury drugorzedowej na rézowo, kolorem zielonym oznaczone s kodony
inicjacyjne natomiast niebieskim oznaczono sekwencje lucyferazy Renilla.
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Rysunek 33. Badanie struktury drugorzedowej konstruktu P1-A40p53(AHDM2) metodg cigcia indukowanego jonami
Pb*'i metoda SHAPE. Autoradiogramy przedstawiajg rozdziat elektroforetyczny w warunkach denaturujacych, w 8%
zelu poliakryloamidowym z dodatkiem 7 M mocznika, petny opis procedury znajduje sie w rozdziale 5.3.1. Sciezki "-"
i "+" na autoradiogramie wskazujg na brak lub dodanie odczynnika NMIA, podczas gdy G, C, A i T oznaczajq reakcje
sekwencjonowania odpowiednio z nukleotydami guanozynowymi, cytozynowymi, adeninowymi i tyminowymi.
Reaktywno$¢ SHAPE oznaczono kolorami na uproszczonym modelu struktury drugorzedowej, miejsca ciecia
indukowane przez Pb* oznaczone sg czarnymi strzatkami, kodony inicjacyjne AUG zaznaczone s3 na zielono.
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Rysunek 34. Mapowanie struktury drugorzedowej konstruktu P1-A40p53(A57) metoda cigcia indukowanego przez
Pb i metodg SHAPE. Autoradiogramy przedstawiaja rozdziat elektroforetyczny w warunkach denaturujacych, w 8%
zelu poliakryloamidowym z dodatkiem 7 M mocznika, petny opis procedury znajduje sie w rozdziale 5.3.1. Sciezki "-"

i "+" na autoradiogramach wskazujg na brak lub dodanie odczynnika NMIA, podczas gdy G, C, A i T oznaczaja reakcje

sekwencjonowania, odpowiednio z nukleotydami guanozynowymi, cytozynowymi, adeninowymi i tyminowymi.
Reaktywno$¢ SHAPE oznaczono kolorami na uproszczonym modelu struktury drugorzedowej, miejsca ciecia
indukowanego przez Pb* oznaczone sg czarnymi strzatkami, kodony inicjacyjne AUG zaznaczone sg na zielono.
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3.2.2. Zwigzek pomiedzy zmiana struktury drugorzedowej regionu terminalnego 5° mRNA p53

a efektywnoscia translacji inicjowanej z kodonéw AUG1 i AUG2

W kolejnym etapie badan postanowitam okresli¢, jaki jest wplyw wprowadzonych
zmian w strukturze drugorzedowej regionu niekodujacego 5" mRNA p53, na efektywno$¢
translacji. Translacj¢ in vitro przeprowadzitam w systemie bezkomoérkowym — RRL,
w obecno$ci metioniny znakowanej izotopem siarki [S]-Met, z wykorzystaniem
zsyntetyzowanych przeze mnie modelowych mRNA posiadajacych kap na 5’ koncu (opis
procedury zawarty jest w rozdziale 5.4.3.1.). Po reakcji translacji in vitro przeprowadzitam
rozdzial elektroforetyczny otrzymanych produktow biatkowych, w warunkach
denaturujacych w 15% warstwie rozdzielajacej zelu poliakryloamidowego z 0,1% SDS.
Wizualizacja produktéw biatkowych odbyta si¢ na drodze autoradiografii, poprzez
zastosowanie w reakcji znakowanej radioaktywnie [*°S]-metioniny. Dzicki obecnosci
sekwencji kodujacej biatko lucyferaze Renilla w kazdym z wariantow, mozliwa byla
detekcja produktu biatkowego generowanego z kodonu AUGI lub AUG2. Na rysunku 35
schematycznie przedstawione sg modelowe mRNA, ktore testowatam w reakcji translacji
w RRL.

W pierwszej kolejnosci przeprowadzitam reakcje translacji in vitro wariantow
MRNA P1-A40p53(S) oraz P1-A40p53(L), posiadajacych zmian¢ w obrebie kodonu
inicjacyjnego AUGI1 (Rys. 36). Dodatkowo wykonatam reakcj¢ kontrolng z wariantem
mMRNA typu dzikiego P1-A40p53. Przedstawiony na rysunku 36 autoradiogram ilustruje,
jak istotny wplyw na wydajnos¢ translacji ma kontekst strukturalny kodonu inicjacyjnego.
Efektywnos¢ translacji zachodzacej z kodonu AUGI1 dla mRNA P1-A40p53(S), jest
znacznie nizsza niz dla mRNA typu dzikiego — P1-A40p53. Jest to rezultat umieszczenia
kodonu start w dwuniciowej strukturze drugorzedowej, a tym samym ograniczenia jego
dostgpnosci dla maszynerii inicjujacej translacjg. Zgodnie z oczekiwaniami wydajnos¢
translacji inicjowanej z kodonu AUGL zlokalizowanego w jednoniciowej strukturze
drugorzgdowej, dla P1-A40p53(L) byta wyzsza niz dla mRNA P1-A40p53 typu dzikiego.
Niezwykle ciekawg obserwacja byt wzrost efektywnosci translacji zachodzacej z kodonu
AUG2 o okoto 30% w przypadku wariantu P1-A40p53(L) w pordéwnaniu do translacji
MRNA P1-A40p53 (Rys. 36).
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Rysunek 35. Schematyczne przedstawienie konstruktéw sktadajacych sie z réznych regionéw terminalnych 5' mRNA
p53 i regionu kodujacego lucyferaze Renilla. PO i P1 oznaczajg miejsca startu transkrypcji, AUG1 i AUG2 wskazuja
kodony inicjacji translacji. Kodon AUG2 zmutowano do kodonu GUG dla waliny w konstruktach P1-A40p53(gUG2) i PO-
A40p53(gUG2). Podstawienia nukleotydow w konstruktach P1-A40p53(L) i PO-A40p53(S) zaznaczono na schemacie.
W konstruktach P1-A40p53(A57) i P1-A40p53(AHMD2) zmutowano dwa motywy spinki do wtoséw. Szczegotowy opis
przygotowania konstruktéw dsDNA znajduje sie w rozdziale 5.4.1.

Dalsze analizy efektywnosci translacji wykazaty, ze brak kodonu AUG2 moze
wptywaé na translacje inicjowang z kodonu AUGI. Eksperyment przeprowadzony
z wykorzystaniem konstruktu P1-A40p53(gUG2) wykazat okoto 40% nizsza efektywno$é
syntezy bialka inicjowanej z kodonu AUGI, w poréwnaniu do wariantu typu dzikiego
P1-A40p53. Badanie przeprowadzone dla wariantu P0-A40p53(gUG2) takze wykazato
obnizenie efektywnosci translacji zachodzacej z kodonu AUGI1, w pordéwnaniu do

P0-A40p53 (Rys. 37).

101



Wyniki i dyskusja

300 1
S
= 250 o M AUG1
L] AUG2
> 5\ g
ofY A° % 200 -
) ) %) ©
D‘QQ anQ D‘QQ 3
&
,\,V ,\,V N 3
< Q 2 150 -
- - o
Aust—> - —
AUG2 —» g $ 100 1
©
[}
: I
50 ]

Rysunek 36. Translacja in vitro modelowych konstruktéow mRNA: P1-A40p53(L), P1-A40p53(S) oraz P1-A40p53
przeprowadzona w RRL. Przykiadowy autoradiogram, uzyskany po rozdziale elektroforetycznym, przedstawia
produkty translacji zachodzacej z kodondw inicjacyjnych AUG1 i AUG2. Elektroforeza prowadzona byta w warunkach
denaturujacych,w 15% warstwie rozdzielajacej zelu poliakryloamidowego z 0,1% SDS, petny opis metody znajduje sie
w rozdziale 5.3.3. Wykresy stupkowe przedstawiajg wydajnos¢ syntezy biatek. Wszystkie wartosci s wartosciami
srednimi, z co najmniej trzech niezaleznych doswiadczen i zostaly znormalizowane do wydajnosci produktu
zsyntetyzowanego z AUG1 w mRNA P1-A40p53.

Szczegdlnie duzy wpltyw na synteze bialka przeprowadzang w warunkach in vitro
majg elementy strukturalne G56—-C169 oraz U180-A18. Efektywno$¢ translacji zachodzacej
z kodonu AUGL, dla wariantu P1-A40p53(A57) ze skrocong spinkg G56-C169 jest
znacznie wyzsza niz dla mRNA kontrolnego P1-A40p53 (Rys. 37). Co ciekawe, wydajnos¢
translacji inicjowanej z kodonu AUG2 dla konstruktu P1-A40p53(AS57) takze wzrosta.
W przypadku obydwu kodondéw efektywno$¢ syntezy biatka jest wyzsza okoto 2-krotnie.
Natomiast w przypadku konstruktu mRNA P1-A40p53(AHDM2), wydajnos¢ procesu
inicjowanego z kodonu AUGI1 zostata obnizona o okoto 50%, w pordéwnaniu do typu
dzikiego P1-A40p53. Co ciekawe, translacja z kodonu AUG2 w modelowym mRNA P1-
A40p53(AHDM?2) takze ulegta niewielkiej redukcji (Rys. 37).
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Rysunek 37. Translacja in vitro modelowych wariantow mRNA przeprowadzona w RRL. Przyktadowy autoradiogram,
uzyskany po rozdziale elektroforetycznym, przedstawia produkty translacji zachodzacej z kodondéw inicjacyjnych
AUG1 i AUG2. Elektroforeza prowadzona byta w warunkach denaturujacych, w 15% warstwie rozdzielajacej zelu
poliakryloamidowego z 0,1% SDS, petny opis metody znajduje sie w rozdziale 5.3.3. Wykresy ilustrujg Srednie wartosci
efektywnosci translacji otrzymane z co najmniej trzech eksperymentéw i zostaty znormalizowane do wydajnosci
translacji produktu zsyntetyzowanego z AUG1 w mRNA P1-A40p53.

Dodatkowo analizg efektywnosci translacji przeprowadzitam takze dla wariantow
wczesniej zsyntetyzowanych w naszym laboratorium — P1-p53 i P0-p53 (Rys. 38).
Konstrukty te charakteryzuja si¢ krotszym regionem terminalnym 5’ mRNA, poniewaz nie
posiadajg kodonu AUG2 i sekwencja kodujaca lucyferaze Renilla znajduje si¢ tuz za
kodonem AUGI (Rys. 35). Badanie ujawnito, ze wydajno$¢ translacji in vitro dla wariantu
P1-p53 jest okoto 9 razy wyzsza niz dla translacji zachodzacej z kodonu AUGI1 dla
wariantu P1-A40p53. Efektywno$¢ syntezy biatka dla wariantu PO-p53 jest podobna do tej
zachodzacej z kodonu AUG1 dla P1-A40p53 (Rys. 38).
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Rysunek 38. Badanie efektywnosci syntezy biatek przeprowadzone w RRL z wykorzystaniem modelowych wariantéw
mRNA: P1-p53, P0-p53 i P1-A40p53. Przyktadowy autoradiogram, uzyskany po rozdziale elektroforetycznym,
prezentuje produkty translacji zachodzacej z kodondéw inicjacyjnych AUG1 i AUG2. Elektroforeza prowadzona byta
w warunkach denaturujacych, w 15% warstwie rozdzielajacej zelu poliakryloamidowego z 0,1% SDS, petny opis
metody znajduje sie w rozdziale 5.3.3. Wykresy przedstawiajg srednie wartosci otrzymane z co najmniej trzech
eksperymentodw i zostaty znormalizowane do wydajnosci produktu zsyntetyzowanego z AUG1 w mRNA P1-A40p53.

Zgodnos$¢ otrzymanych wynikéw analizy efektywnosci syntezy biatek zostata
potwierdzona takze metodg Western blot (Rys. 39). Przeprowadzona zostala reakcja
translacji in vitro w RRL z wykorzystaniem modelowych mRNA. Produkty po reakcji
rozdzielane  byly elektroforetycznie w  15%  warstwie rozdzielajacej  zelu
poliakryloamidowego z dodatkiem 0,1% SDS, a nast¢pnie przeprowadzono transfer biatek
z zelu na membrang PVDF. Syntetyzowane biatka byly identyfikowane poprzez
zastosowanie przeciwciata pierwszorzedowego rozpoznajacego biatko lucyferaze Renilla
(szczegdtowy opis metody znajduje si¢ w rozdziale 5.4.6.). Otrzymane wyniki,
przedstawione na autoradiogramie, byly zgodne z uzyskanymi metodg translacji in vitro,
w obecnoéci metioniny znakowanej radioaktywnym izotopem siarki [*°S]-Met. Wzgledne
ilosci syntetyzowanych biatek wykrytych za pomoca obydwu metod korespondowatly
ze soba (Rys. 39).
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Rysunek 39. Analiza efektywnosci translacji metoda Western blot z wykorzystaniem modelowych wariantow mRNA.
Po lewej stronie autoradiogramu oznaczono wielkos¢ biatek, z prawej strony zaznaczono produkty syntetyzowane
z kodonéw AUG1 i AUG2. Szczeg6towy opis metody znajduje sie w rozdziale 5.4.6.

Przedstawione wyniki pokazujg, jak wazng role w procesie translacji pelni dtugosé
oraz struktura drugorzedowa regionu niekodujacego 5' mRNA. Kazda zmiana w strukturze
drugorzedowej wprowadzona w tym regionie moduluje wydajnos¢ syntezy bialek

inicjowanej od kodonéw AUGI1 i AUG2.
3.2.3. Wyznaczenie catkowitego czasu translacji

Dalsze badania miaty na celu glgbsza analiz¢ przebiegu procesu translacji,
w szczegbOlnosci etapu inicjacji. W tym celu zastosowatam metode translacji in vitro
z wykorzystaniem genu reporterowego lucyferazy Renilla, oparta na procedurze
opracowanej przez grupe Spirina (Vassilenko et al., 2011). Metoda ta umozliwia pomiar
nowo syntetyzowanego biatka reporterowego — lucyferazy w czasie rzeczywistym, podczas
translacji in vitro. Reakcja przeprowadzana jest w RRL, z wykorzystaniem modelowych
wariantow mRNA zawierajacych sekwencje kodujaca lucyferazg, z dodatkiem
koelenterazyny. Jest to substrat dla lucyferazy, enzymu katalizujacego reakcj¢ utlenienia
koelenterazyny do koelenteramidu z réwnoczesng emisjg fali Swietlnej. Pomiar przyrostu
luminescencji pozwala na okreslenie aktywnos$ci enzymu Renilla, co informuje
o przyroscie ilosci tego biatka w trakcie reakcji (Rys. 40), szczegdétowy opis metody

znajduje si¢ w rozdziale 5.4.3.3.
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Zastosowana metoda pozwala na okre$lenie calkowitego czasu translacji dla
poszczegdlnych wariantow mRNA. Pojawienie si¢ pierwszego sygnatu $Swietlnego
informuje o przeprowadzeniu catkowitego cyklu translacji (z uwglednieniem etapow
inicjacji, elongacji 1 terminacji). Zsyntetyzowany zostaje pierwszy produkt biatkowy,
zdolny do przeprowadzenia reakcji enzymatycznej. Zwazywszy na to, iz wszystkie
testowane konstrukty mRNA posiadajg t¢ samg sekwencje kodujaca biatko, rdznice
w catkowitym czasie translacji beda wynika¢ z odmiennych sekwencji 1 struktur
drugorzedowych regionu koncowego 5'. Dzigki temu, mozliwe jest okreslenie wptywu tego
regionu na inicjacj¢ translacji i szybko$¢ skanowania mRNA przez kompleks rybosomalny
43S, a takze pordwnanie otrzymanych warto$ci migdzy poszczegdlnymi wariantami
mRNA. W zwiagzku z tym, dla uproszczenia, w dalszej czgsci mojej pracy pojecia
»catkowity czas translacji” oraz ,,czas skanowania mRNA przez rybosom” bed¢ stosowata

naprzemiennie.

Lizat z retykulocytow kréliczych

Konstrukt mRNA

p53 5'UTR Sekwencja kodujaca lucyferazy Renilla Koelenterazyna

Translacja /

Lucyferaza Renilla

CDF F oo
o Ny

Koelenteramid

-

3 j’Swiaﬂo‘ ;

Rysunek 40. Schematyczne przedstawienie metody translacji in vitro zachodzacej w RRL z wykorzystaniem genu
reporterowego lucyferazy Renilla, umozliwiajacej pomiar przyrostu syntetyzowanego biatka w czasie rzeczywistym.
Do reakcji translacji wraz z mRNA posiadajacym sekwencje kodujacg biatko lucyferazy dodawany jest substrat
koelenterazyna, ktéra po przeksztatceniu do koelenteramidu emituje wigzke swiattfa.
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Obliczenie catkowitego czasu translacji dla poszczegdlnych wariantow mRNA
przeprowadzono przy uzyciu metody drugiej pochodnej maksymalnej w oprogramowaniu
Mathematica 8.0 (pelny opis obliczen jest w rozdziale 5.4.3.3.). Dodatkowo dzigki
okre$leniu maksymalnych wartosci aktywnosci lucyferazy, mozliwe jest pordéwnanie
wydajnosci translacji modelowych mRNA. Jednakze wadg tego podejscia jest brak
mozliwosci oddzielenia i oceny iloSciowej produktow translacji zSyntetyzowanych
z r6znych kodonow AUG, pochodzacych z tego samego konstruktu mRNA.

Po przeprowadzeniu reakcji translacji in vitro konstruktow mRNA z dwoma
kodonami inicjacyjnymi: AUGL i AUG2, z kodonu AUGL1 syntetyzowana jest lucyferaza
fuzyjna z dodatkowymi 40 aminokwasami przytaczonymi na N-koncu. Natomiast z kodonu
AUG2 zachodzi synteza petnej dhugosci lucyferazy. Co istotne, wykazano, ze dodatkowe
reszty aminokwasowe na N-koncu biatka nie wplywaja na aktywno$¢ enzymatyczng
lucyferazy. W eksperymentach przeprowadzonych ze zmodyfikowang lucyferazg Renilla,
posiadajaca dodatkowe 11 aminokwasdéw przytaczone na jej N-koncu, enzym zachowat
swoja petng aktywnos$¢ (Farzannia et al., 2015). Co wigcej, takze lucyferaza typu Firefly
z dodatkowymi 23 aminokwasami nie utracita swojej aktywno$ci enzymatycznej
(Tatsumi et al., 1996). Dlatego tez zalozytam, ze obecnos¢ 40 dodatkowych aminokwasow
niepochodzacych z lucyferazy, ma niewielki wpltyw na aktywno$¢ enzymatyczng

lucyferazy fuzyjnej syntetyzowanej z kodonu AUG1 wybranych konstruktéw mRNA.

3.2.4. Wplyw zmiany struktury drugorzedowej regionu niekodujgcego mRNA p53 na inicjacje
translacji i czas skanowania tego regionu przez rybosom, dla wariantow mRNA z jednym

kodonem inicjacyjnym — AUG1

W pierwszej kolejnosci przeprowadzitam translacje in vitro w RRL z jednoczesnym
pomiarem aktywnosci lucyferazowej dla wariantéw mRNA posiadajacych jeden kodon
inicjacyjny AUG (Rys. 41). Byly to mRNA: P1-p53 i PO-p53, u ktérych gen reporterowy
lucyferazy znajdowat si¢ bezposrednio za kodonem AUGI, oraz P1-A40p53(gUG2)
I P0-A40p53(gUG2) z nieaktywnym kodonem AUG?2, gdzie gen reporterowy lucyferazy
zlokalizowany byt 120 nukleotydow za kodonem AUGI. W rezultacie, w przypadku
pierwszej pary modelowych mRNA syntetyzowana jest pelnej diugosci lucyferaza,
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natomiast w przypadku drugiej pary powstaje lucyferaza z dodatkowymi 40
aminokwasami. Schematyczny model struktury drugorzedowej regionéw terminalnych
5" wariantéw mRNA przedstawiony jest na rysunku 41a.

Na podstawie danych otrzymanych z pomiaréw aktywnos$ci lucyferazowej,
uzyskanych z co najmniej trzech niezaleznych eksperymentow, dla poszczegdlnych
modelowych  wariantow mRNA  zostal obliczony catkowity czas translacji
(Rys. 41b, Tab. 3). Rozna dlugos¢, sekwencja nukleotydéw i/lub struktura regionow
nieckodujacych 5’ w konstruktach powoduje duze rdznice w iloSciach zsyntetyzowanych
bialek, ktore wyrazane sg jako maksymalne aktywnosci luminescencji (Tab. 3). Wartosci
te, okreslone sg wzgledem konstruktu mRNA P1-A40p53, dla ktéorego maksymalna warto$¢
luminescencji wyrazona jest jako 100%. Rysunek 41b przedstawia wykres zalezno$ci czasu
od relatywnej aktywnos$ci lucyferazowej, dla poszczegdlnych modelowych wariantow
mRNA. Sa to przyktadowe dane, otrzymane po przeprowadzeniu pomiaréw dla kazdego
kontruktu, obrazujace przyrost luminescencji w czasie.

Analiza poréwnawcza czasOw inicjacji translacji dla wariantéw rozpoczynajacych
si¢ od promotora PO i P1 wykazata, ze czas ten dla transkryptu posiadajacego dluzszy
region nickodujacy 5' jest dluzszy. Dla wariantu mRNA PO0-p53 wynosi on 7:08 min,
natomiast dla konstruktu P1-p53 wynosi 5:46 min. Wydluzony czas skanowania wariantu
PO-p53 jest rezultatem wystepowania dodatkowej, 113-nukleotydowej, sekwencji
w regionie 5UTR w poréwnaniu do wariantu P1-p53. W konsekwencji, obliczona
szybkos$¢ skanowania 113-nukleotydowej sekwencji mMRNA przez rybosom wynosi 1,4 nt/s.

Czas inicjacji translacji wyznaczony dla kolejnej pary wariantow wynosit 8:31 min
dla mRNA P0-A40p53(gUG2) oraz 8:14 min dla P1-A40p53(gUG2). Sekwencja o dtugosci
113 nukleotydoéw, zlokalizowana pomigdzy promotorem PO i P1, w przypadku mRNA
PO-A40p53(gUG2) jest skanowana z predkoscia 6,6 nt/s. Wymaga podkreslenia,
ze zarownow wariancie P0O-p53 jak i PO-A40p53(gUG2) sekwencja ta jest taka sama, lecz
szybkos$¢ jej skanowania jest wyraznie rozna. Jest to konsekwencja odmiennego zwijania
si¢ struktury drugorzedowej w tym obrebie. Region ten w konstrukcie mRNA P0-p53 jest
silnie ustrukturyzowany, natomiast w wariancie P0-A40p53(gUG2) sktada si¢ z kilku
spinek o niskiej energii stabilizacji (Rys. 41a).

108



Wyniki i dyskusja

(-21.6)
a. s
100”5410" P1 -p53
& o AG=-59.8 kcal/mol
K3 (-14.1)
'= oo d? (-1?.4)
90u-8 o o ao,' .
-13.2) oe . 0
P0-p53 wors, S |38 i
P s B K i
AG=-133 kcal/mol = «° a0 fos®
o &, 2%
2 eee%0 % =
e 100 ou 5ou§ 30"5 .um & :3
B :.: X'y T 5 eee """"::isgn 1:11! nm e (-13.3)
37 140 *™430 $:2:100¢ : L 3140
A\UG1 .z. 570 X 130
120.00"50 o8 AUG1
= .
S0gs
H
3
( 1.5.3) l»&HO
(- 16 4)
(-52.3) (-52.3)
I.. ...
s e s
10g3 1033
9120 .3.120
g P
10053 10083
P0-A40p53(gUG2)  sees3 P1-A40p53(gUG2) e
O, je0-o
AG=-172.3 kcal/mol %8 AG=-98.3 kcallmol “%E
::430 0‘130
=
$%  Auct :"- AUG1
2o i ]
obo ?_‘;:40 ?_.,.140
i & C & (-11.1)
=] >~ oo » %200
9 Qﬂu..'..“... e P e 70.?"—: LI
e 132) & 0w o 8 e &
20ues, slgm") "....‘(13:4 & 19052 < 190-5%
LR ‘s & 2160 % 2160 %
g.’iﬂu 5 " = (-4.2) T—-: L 210 24) (.4,2) F. -“:210
s IRy %30 s0gs" 8 ’--‘ P c0gs 8
fu 10;.3.‘,," 50-*.":7"" §Q—10 8 2 :E-: 1aq§ g 1En§
5 uu\ ,m mmt e 5" ""mg)'“n\. m_‘_mm .2.3.0... Tppeseseses,
#9250 230° , *.220 220
3,--6’,\ “eecen’ / “250 LR
AUGSGUG AUG>GUG
b.
35000 -~
=)
p]
@ 30000 -
>
N
S 25000
5 4
S = P1-p53
g = P0-p53
) 20000 + == P1.A40p53(gUG2)
Q * PO-A40p53(gUG2)
£ 15000 -
=
©
© 10000
2
>
@
S 5000
14
0 4 = T T T T T T T T 1
04:00 05:00 06:00 07:00 08:00 09:00 10:00 11:00 12:00 13:00 14:00 15:00 16:00

Czas [min]

Rysunek 41. Schematyczne przedstawienie regionu terminalnego 5° mRNA p53 w modelowych mRNA zawierajacych
jeden kodon inicjacyjny wraz z kinetyka ich translacji in vitro. (a) Modele struktury drugorzedowej konstruktow:
P0-p53, P1-p53, P0-A40p53 (gUG2) i P1-A40p53 (gUG2). Przewidywane wartosci AG (kcal/mol) s przedstawione dla
kazdego wariantu, natomiast wartosci AG wybranych motywoéw strukturalnych s3 pokazane w nawiasach. Kolor
niebieski oznacza region pomiedzy promotorami PO i P1; czarny — 5'UTR ponizej promotora P1; pomaranczowy -
otwarta ramka odczytu (ORF) p53.(b) Wzgledna aktywnos¢ lucyferazy (RLU) zmierzona podczas translacji kazdego
konstruktu mRNA przy uzyciu luminometru, przez 1 s z 9-sekundowymi przerwami, w trakcie 16 minut. Wykresy
ilustrujg przyblizone wartosci maksymalnej wydajnosci translacji dla kazdego konstruktu. Petny opis procedury
znajduje sie w rozdziale 5.4.3.3.
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Na podstawie otrzymanych danych eksperymentalnych, zostala obliczona takze
warto$¢ maksymalnej aktywnosci lucyferazy. Okres$lono, ze dla wariantu P1-p53 warto$¢
tego parametru jest 10-krotnie wyzsza niz dla mRNA P0-p53. Oznacza to istotnie wyzsza
efektywno$¢ translacji  konstruktu P1-p53, spowodowang jego krétsza sekwencja
nukleotydowg oraz mniejszym stopniem ustrukturyzowania. Podobna zalezno$¢ byta
zaobserwowana w przypadku wariantéw P1-A40p53(gUG2) i P0-A40p53(gUG2), gdyz
wydajno$¢ translacji wariantu rozpoczynajacego si¢ od promotora P1 byta wyzsza o okoto

10%.

Tabela 3. Poréwnanie catkowitego czasu translacji oraz maksymalnej aktywnosci luminescencji dla konstruktow
mRNA z jednym kodonem AUG. Catkowity czas translacji zostat przedstawiony wraz z odchyleniem standardowym
oraz okreslony w oparciu o trzy niezalezne eksperymenty. Petny opis obliczen znajduje sie w rozdziale 5.4.3.3.
Maksymalng aktywnos$¢ luminescencji uzyskang dla kazdego konstruktu znormalizowano w oparciu o wartosci
otrzymane dla wariantu P1-A40p53, a standardowe odchylenia podano w tabeli.

konstrukt mMRNA calkowity czas translacji maksymalna aktywno$¢ luminescencji
[min:s] [%6]
P0-p53 07:08 = 00:16 33+5
P1-p53 05:46 £ 00:02 300+ 30
P0-A40p53(gUG2) 08:31+00:10 60 + 12
P1-A40p53(gUG2) 08:14 % 00:09 69+ 11
P1-A40p53 06:58 = 00:14 100

3.2.5. Rola struktury drugorzedowej regionu terminalnego 5° mRNA p53 w inicjacji translacji
i czas skanowania tego regionu przez rybosom, dla wariantéow mRNA z dwoma kodonami
inicjacyjnymi — AUG1 i AUG2

W dalszej kolejnosci przeprowadzitam pomiar aktywnosci lucyferazowej w czasie
translacji in vitro wariantdéw posiadajacych dwa kodony inicjacyjne: PO0-A40p53
i P1-A40p53 oraz P1-A40p53(S) i P1-A40p53(L) (Rys. 42). Produkt biatkowy
syntetyzowany z wykorzystaniem poszczegdlnych wariantow mRNA jest mieszaning
dwoch biatek: biatka fuzyjnego lucyferazy wraz z 40 dodatkowymi aminokwasami p53,
syntetyzowanego z kodonu AUGI oraz biatka lucyferazy syntetyzowanej z kodonu AUG2.

Na podstawiec wynikow badan translacji in vitro w RRL, przedstawionych
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na rysunkach 36 i 37, okre$litam stosunek ilosci produktow koncowych syntetyzowanych
z kodonow AUGI1 i AUG2 i wynosit on okolo 3:1.W zwiazku z tym, bialko fuzyjne
syntetyzowane z kodonu AUG1 miato wigkszy wplyw na parametry obliczone z pomiarow
luminescencji niz biatko syntetyzowane z kodonu AUG2.

Okreslenie catkowitego czasu translacji dla wariantow P0-A40p53 i P1-A40p53
ponownie  umozliwilo = wykazanie = wplywu 113-nukleotydowego odcinka
mie¢dzy-promotorowego PO-P1 na wydluzenie czasu skanowania. Czas skanowania
wariantu o dluzszej sekwencji — P0-A40p53 wynosit 7:35 min, natomiast P1-A40p53
wynosit 6:58 min. W rezultacie obliczona szybko$¢ skanowania regionu PO-P1 o dlugosci
113 nt jest rowna 3 nt/s. Efektywnos¢ translacji ustalona na podstawie maksymalnej
aktywnos$ci lucyferazy dla wariantu P0-A40p53 byla 3 razy nizsza niz dla konstruktu
MRNA P1-A40p53 (Tab. 4, Rys. 42).

W nastepnym zestawieniu poréOwnatam ze soba warianty mRNA o takiej samej
dhugosci, roznigce si¢ kontekstem strukturalnym w obrgbie kodonu AUGI: P1-A40p53,
P1-A40p53(S) oraz P1-A40p53(L). Rysunek nr 42a przedstawia schemat struktur
drugorzedowych regionéw terminalnych 5’ wariantéw mRNA wraz ze zmianami w obrebie
kodonu AUG1. Konstrukt mRNA P1-A40p53(L) posiada kodon inicjacyjny w obrgbie
jednoniciowej petli wewnetrznej, natomiast u P1-A40p53(S) kodon ten zlokalizowany jest
w dwuniciowym trzonie spinki. Catkowity czas translacji jak i efektywnos¢ translacji dla
obydwu wariantow poroéwnano z wartosciami otrzymanymi dla wariantu mRNA typu
dzikiego — P1-A40p53, posiadajacego kodon AUG1 w regionie czg¢sciowo sparowanym,
gdzie A jest niesparowane, natomiast reszty U 1 G sg sparowane. Co istotne, niewielkie
zmiany wprowadzone w sekwencji regionu terminalnego 5’ mRNA spowodowaly znaczne
réznice stabilno$ci termodynamicznej spinki G56—-C169 w poszczegdlnych wariantach: dla
P1-A40p53 wynosi —52.3 kcal/mol, dla P1-A40p53(L) réwna si¢ —44.3 kcal/mol natomiast
dla P1-A40p53(S) wynosi —64.9 kcal/mol. Wartosci te zostaly wyliczone za pomoca
programu RNAstructure 5.6.
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Rysunek 42. Modele struktur drugorzedowych wariantéw mRNA z dwoma kodonami AUG, wraz z analizg kinetyki ich
translacji in vitro. (a) warto$¢ AG (kcal/mol) zostata przedstawiona dla kazdego z wariantéw: P0-A40p53, P1-A40p53,
P1-A40p53(S) i P1-A40p53(L), natomiast wartosci AG wybranych motywow strukturalnych sg pokazane w nawiasach.
Kolorami oznaczono poszczegdlne czesci regionu terminalnego 5’, w taki sam sposéb jak na rysunku 41. (b) wykres
przyrostu relatywnej aktywnosci lucyferazy w czasie dla poszczegélnych wariantéow mRNA. Petny opis procedury
znajduje sie w rozdziale 5.4.3.3.
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Tabela 4. Poréwnanie catkowitego czasu translacji oraz maksymalnej aktywnosci luminescencji dla konstruktow
mRNA z dwoma kodonami AUG oraz dla wariantu P1-A40p53(AA224). Catkowity czas translacji zostat podany wraz z
odchyleniem standardowym, okreslony zostat w oparciu o trzy niezalezne eksperymenty. Petny opis obliczen znajduje
sie w rozdziale 5.4.3.3. Maksymalng aktywnos$¢ luminescencji uzyskang dla kazdego konstruktu znormalizowano
W oparciu o wartosci otrzymane dla wariantu P1-A40p53, a standardowe odchylenia podano w tabeli.

konstrukt mMRNA calkowity czas translacji maksymalna aktywno$¢ luminescencji
[min:s] [%%6]
P0-A40p53 07:35+00:15 33+03
P1-A40p53 06:58 = 00:14 100
P1-A40p53(L) 07:35+00:08 169 + 10
P1-A40p53(S) 08:00 £ 00:03 90+ 4
P1-A40p53(AA224) 07:27 = 00:06 28+1,4

Analiza catkowitego czasu translacji wariantow mRNA P1-A40p53(S) 1 typu
dzikiego P1-A40p53 ujawnita, ze kontekst strukturalny kodonu inicjacyjnego ma istotny
wplyw na inicjacj¢ translacji. Bowiem czas skanowania dla powyzszych konstruktow
wynosi odpowiednio: 8:00 min i 6:58 min (Tab. 4). Wydluzony czas skanowania
w przypadku wariantu, ktorego kodon inicjacyjny zlokalizowany jest w regionie
sparowanym moze by¢ interpretowany jako utrudnienie w wigzaniu si¢ rybosomu.
Natomiast znacznie bardziej korzystnym otoczeniem strukturalnym kodonu AUG,
utatwiajgcym wigzanie si¢ rybosomu, byla powiekszona pegtla wewnetrzna. Inicjacja
translacji dla wariantu P1-A40p53(L), ktorego kodon inicjacyjny byt zlokalizowany
w takim motywie strukturalnym, wynosi 7:35 min (Tab. 4). Jednoniciowa struktura
w obregbie kodonu AUG1 wplyneta takze na efektywnos$¢ translacji. Bowiem byta ona
znacznie podwyzszona, prawie 2 razy, w stosunku do wariantu typu dzikiego P1-A40p53
(Rys. 42, Tab. 4).

Dodatkowo przeprowadzitam analize efektywno$ci translacji oraz czasu
skanowania dla wariantu P1-A40p53(AA224) (Rys. 43a i b). W tym przypadku czas
inicjacji translacji jest dtluzszy (7:27 min) niz dla konstruktu P1-A40p53 (6:58 min)
(Tab. 4, Rys. 43b). Jest to spodziewany efekt, poniewaz delecja pojedynczego nukleotydu
w konstrukcie P1-A40p53(AA224) przesuwa ramke odczytu, tak ze z kodonu AUGL nie
powstaje lucyferaza. W konsekwencji enzym syntetyzowany jest jedynie z kodonu AUG2,
przed ktorym znajduje si¢ S'UTR o dtugosci 252 nt, co wydtuza czas skanowania regionu
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niekodujacego przez rybosom. Efektywno$¢ translacji zachodzacej z kodonu AUG2
w MRNA P1-A40p53(AA224) jest porownywalna z wydajnoscig syntezy inicjowanej
z kodonu AUG2 dla wariantu typu dzikiego P1-A40p53 (Rys. 43a). Natomiast
zahamowana zostata synteza zachodzaca z kodonu AUGI dla P1-A40p53(AA224),
co wplyneto na obnizenie ogdlnej efektywnosci translacji konstruktu, okreslonej na

podstawie maksymalnej aktywnosci luminescencji (Tab. 4).
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Rysunek 43. Badanie efektywnosci oraz kinetyki translacji in vitro dla wariantow mRNA P1-A40p53(AA224) i
P1-A40p53. (a) analiza efektywnosci translacji in vitro przeprowadzona w obecnosci [SSS]-Met, na drodze rozdziatu
elektroforetycznego w warunkach denaturujacych, w 15% warstwie rozdzielajacej zelu poliakryloamidowego z 0,1%
SDS, petny opis metody znajduje sie w rozdziale 5.3.3 produkty syntezy zachodzacej z kodonéw AUG1 i AUG2
oznaczone s3 strzatkami. (b) wykres zaleznosci relatywnej aktywnosci lucyferazy od czasu. Petny opis procedury
znajduje sie w rozdziale 5.4.3.3.

3.2.6. Rola struktury drugorzedowej regionu terminalnego 5' mRNA p53 w inicjacji translacji i
czas skanowania tego regionu przez rybosom, dla wariantéw mRNA pozbawionych waznych

elementow strukturalnych

W  celu okreslenia wplywu wybranych motywoéw strukturalnych regionu
terminalnego 5" mRNA p53 na inicjacj¢ translacji 1 proces skanowania tego regionu przez
rybosom, zostalty przygotowane warianty mRNA pozbawione istotnych elementow

strukturalnych. W Kkonstruktcie ~ P1-A40p53(A57)  skroceniu  ulegla  spinka
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do wloséw G56—C169. W konsekwencji usunigcia trzonu i petli apikalnej spinki, powstata
krotsza spinka o wyzszej energii, gdyz AG wzrosta z —52,3 kcal/mol do —18,4 kcal/mol.
Natomiast w przypadku wariantu P1-A40p53(AHDM?2) usunigty zostal motyw spinki
U180-A218, ktorego AG wynosita —11,1 kcal/mol (Rys. 44a).

(184)

P1-A40p53(A57) _' S99 AUGT (.11.1) P1-A40p53(AHDM2) E

AG=-64.4 kcallmol wH,,, / " AG=-86.2 kcalimol  E .

g3

Hﬂ

= b 190
S a 1905, 2160
. ° b=
(21 (4.2) 3°'§? [ (-2.1) (42) .
' (1] o140 - .- .. 30 602-2
L] .'30 1 ® - p-= oo 220
T e o4 - 2162
: 50 566+ 18052 "'W 20 "' 40 50 g2 e

nu "0 900088 (000000000 5 ”-0" "1 '"' “see9090000s0e .....1.33.
5" "4;]-'" TR » 4-]51 Ol
IS .

] e o o *
/' “250 R PR %250

AUG2 AUG2

5 25000

20000

15000

= P1-A40p53(A57)
== P1-A40p53(AHDM2)

10000

wu

o

(=]

o
1

Relatywna aktywnos¢ lucyferazy (RLU)

0 - L]

04:00 06:00 08:00 10:00 12:00 14:00 16:00
Czas [min]

Rysunek 44. Schematyczne przedstawienie regionu terminalnego 5' mRNA p53 modelowych wariantéw pozbawionych
elementéw strukturalnych wraz z kinetyka ich translacji in vitro. (a) Modele struktury drugorzedowej
konstruktéw: P1-A40p53(A57) oraz P1-A40p53(AHDM2) wraz z ich wartosciami AG (kcal/mol). Kolory oznaczone na
schemacie wskazuja na czesci regionu terminalnego: czarny — 5°'UTR ponizej promotora P1; pomarainczowy — otwarta
ramka odczytu (ORF) p53. (b) Wzgledna aktywnos¢ lucyferazy (RLU) zmierzona podczas translacji kazdego konstruktu
mRNA. Wykres ilustruje przyblizone wartosci maksymalnej wydajnosci translacji dla kazdego konstruktu. Petny opis
procedury znajduje sie w rozdziale 5.4.3.3.
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Efektywnos¢ translacji wariantu P1-A40p53(A57) jest okoto 2,4 razy wyzsza od
wydajno$ci mRNA P1-A40p53. Jednakze catkowity czas translacji dla tego wariantu okazat
si¢ by¢ dhuzszy niz dla mRNA typu dzikiego, wynosit bowiem 7:57 min (Tab. 5).
Zwazywszy na krotsza sekwencje P1-A40p53(A57) w stosunku do P1-A40p53, jest to
wynik nieoczekiwany. Catkowity czas translacji dla wariantu P1-A40p53(AHDM?2) takze
ulegt wydluzeniu o prawie2 minuty. Natomiast efektywno$¢ translacji wariantu stanowita
60% wartosci wyznaczonej dla regionu terminalnego 5° mRNA p53 typu dzikiego
(Tab. 5, rys. 44b).

Tabela 5. Poréwnanie catkowitego czasu translacji oraz maksymalnej aktywnosci luminescencji dla konstruktow
mRNA P1-A40p53(A57) i P1-A40p53(AHDM2). Catkowity czas translacji zostat podany wraz z odchyleniem
standardowym, a okreslony zostat w oparciu o trzy niezalezne eksperymenty. Petny opis obliczen znajduje sie
w rozdziale 5.4.3.3. Maksymalng aktywnos¢ luminescencji uzyskang dla kazdego konstruktu znormalizowano w
oparciu o wartosci otrzymane dla wariantu P1-A40p53, a odchylenia standardowe podano w tabeli.

konstrukt mMRNA calkowity czas translacji maksymalna aktywno$¢ luminescencji
[min:s] [%6]
P1-A40p53 06:58 = 00:14 100
P1-A40p53(A57) 07:57 = 00:04 237+9
P1-A40p53(AHDM2) 08:58 = 00:04 58+9

3.2.7. Wplyw zmian w strukturze drugorzedowej regionu terminalnego 5° mRNA p53 na

inicjacje translacji wedtug mechanizmu kap-zaleznego

Wyniki badan opisanych przeze mnie we wczesniejszym rozdziale sugerowaty,
ze translacja inicjowana z kodonu AUGI zachodzi w sposob kap-zalezny, natomiast
z kodonu AUG2 inicjacja moze przebiega¢ niezaleznie od struktury kapu na koncu
5" mRNA. W przypadku zahamowania translacji kap-zaleznej, synteza izoformy A40p53
zachodzi na drodze procesu zaleznego od IRES. Odbywa si¢ to dzigki obecno$ci
specyficznych motywow strukturalnych znajdujacych si¢ w regionie terminalnym
5" mRNA p53. Wobec tego, celem wykonanego przeze mnie doswiadczenia byto
okreslenie, ktory z glownych elementow strukturalnych, obecnych w regionie terminalnym

5" mRNA p53, uczestniczy w IRES-zaleznej inicjacji translacji.
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Rysunek 45. Analiza efektywnosci translacji mRNA P1-A40p53 w obecnosci wzrastajgcego stezenia analogu kapu
m7GpppG. Autoradiogram przedstawia rozdziat elektroforetyczny produktéw po reakcji translacji in vitro,
przeprowadzony w warunkach denaturujacych, w 15% warstwie rozdzielajacej zelu poliakryloamidowego z dodatkiem
0,1% SDS (szczegétowy opis metody znajduje sie w rozdziale. 5.3.3.). Wykres prezentuje Srednig efektywnosc
translacji wyliczong wraz z odchyleniem standardowym, z trzech niezaleznych eksperymentéw. Synteza zachodzaca
z kodonu AUG1 oznaczona jest kolorem fioletowym, natomiast z kodonu AUG2 kolorem zielonym.

Przeprowadzona zostata translacja in vitro wariantu typu dzikiego P1-A40p53
(Rys. 45) oraz wariantow P1-A40p53(AHDM?2) i P1-A40p53(A57) (Rys. 46). Konstrukty
te, zostaly wybrane ze wzgledu na brak okreSlonych elementow strukturalnych
w regionie terminalnym 5° mRNA p53, natomiast translacja wariantu typu dzikiego
stanowita reakcje kontrolng. Reakcja translacji in vitro zostala wykonana w RRL,
w obecnosci wzrastajacego stezenia analogu kapu m7GpppG (szczegblowy opis procedury
znajduje si¢ w rozdziale 5.4.3.1.). Produkty biatkowe po reakcji rozdzielane byty
elektroforetycznie w warunkach denaturujacych, z dodatkiem 0,1% SDS. Wizualizacja
otrzymanych po reakcji produktow biatkowych byta prowadzona na drodze autoradiografii,
poprzez wykorzystanie obecnosci metioniny znakowane] izotopem siarki [358]-Met
w powstalym produkcie biatkowym.

W reakcji przeprowadzonej dla mRNA P1-A40p53, potwierdzona zostata
IRES-zalezna translacja zachodzaca z kodonu AUG2, czego dowodem jest efektywna

synteza biatka nawet przy wzrastajagcym stezeniu analogu kapu. Jednoczesnie,
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przy duzym st¢zeniu analogu kapu, nastgpita inhibicja translacji przebiegajacej z kodonu

AUGL, co potwierdza jej kap-zalezny charakter (Rys. 45).
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Rysunek 46. Analiza wydajnosci translacji in vitro mRNA P1-A40p53(A57) i P1-A40p53(AHDM2) w obecnosci
wzrastajacego stezenia analogu kapu m7GpppG. Autoradiogramy przedstawiaja rozdziat elektroforetyczny produktéw
po reakcji translacji in vitro, przeprowadzony w warunkach denaturujacych, w 15% warstwie rozdzielajacej zelu
poliakryloamidowego z dodatkiem 0,1% SDS (szczegétowy opis metody znajduje sie w rozdziale. 5.3.3.). Wykresy
prezentujg zaleznos¢ efektywnosci translacji od stezenia analogu kapu, wartosci s3 znormalizowane w oparciu o
probe kontrolng bez analogu kapu, okreslone na podstawie trzech niezaleznych powtdrzen. Synteza zachodzaca z
kodonu AUG1 oznaczona jest kolorem zielonym, natomiast z kodonu AUG2 kolorem pomararnczowym.
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Translacja in vitro w obecnosci wzrastajacego stgzenia analogu kapu,
przeprowadzona z mMRNA P1-A40p53(A57) wykazata kap-zalezny charakter procesu
zachodzacego z kodonu AUGI, poniewaz efektywno$¢ translacji zostala obnizona nawet
przy niskich stezeniach analogu (Rys. 46). Co ciekawe, niskie stezenie analogu kapu
spowodowato takze obnizenie efektywnosci translacji inicjowanej z kodonu AUG2. Jest to
rezultat skrécenia spinki G56—C169, ktéra moze petni¢ istotng funkcje w przebiegu
translacji IRES-zaleznej. Analogiczny rezultat zostal otrzymany w eksperymencie
przeprowadzonym dla wariantu P1-A40p53(AHDM2). W konsekwencji dodania analogu
kapu efektywnos¢ translacji in vitro zachodzacej z kodonu zarowno AUGI1 jak i AUG2
zostala obnizona (Rys. 46). Uzasadnieniem obserwowanej zmiany przebiegu translacji
inicjowanej z kodonu AUG2 w poréwnaniu do wariantu typu dzikiego jest usunigcie spinki
U180-A218 w konstrukcie P1-A40p53(AHDM?2). Eksperyment inhibicji translacji za
pomocg  analogu  kapu  dowodzi, iz  obydwa  elementy  strukturalne
typu spinki G56-C169 oraz U180—A218 sg niezwykle istotne w przebiegu IRES-zaleznego
procesu inicjacji translacji.

W celu potwierdzenia, ze inicjacja translacji z kodonu AUG2 zachodzi wedlug
mechanizmu zaleznego od IRES, przeprowadzitam reakcj¢ translacji in vitro w obecnosci
analogu kapu z wariantem mRNA P1-A40p53(AA224). W wyniku zmiany ramki odczytu
spowodowanej usunigciem adenozyny w pozycji 224, peilnej dlugosci lucyferaza
syntetyzowana jest jedynie z kodonu AUG2, natomiast z kodonu AUGI powstaje krotsze
biatko. Eksperyment wykazal, ze w obecno$ci wzrastajacego stezenia analogu kapu synteza
zachodzagca z kodonu AUG2 nie jest inhibowana (Rys. 47). Dla wariantu
P1-A40p53(AA224) obserwowany jest silny wzrost efektywnoS$ci translacji zachodzacej
z kodonu AUG?2, ktory przekracza 160% przy stezeniu analogu kapu wynoszacym 25 uM.
Przy wysokich st¢zeniach analogu kapu, obserwowane jest obnizenie efektywnos$ci
translacji do okolo 60% warto$ci w nieobecnosci analogu. Co wigcej, przebieg krzywe;j
przy wysokich stezeniach analogu 250-750 uM jest podobny do krzywej otrzymanej dla
wariantu mRNA P1-A40p53.
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Rysunek 47. Analiza efektywnosci translacji mRNA P1-A40p53(AA224) w obecnosci wzrastajacego stezenia analogu
kapu. Autoradiogram przedstawia rozdziat elektroforetyczny produktéw po reakcji translacji in vitro, przeprowadzony
w warunkach denaturujacych, w 15% warstwie rozdzielajacej zelu poliakryloamidowego z dodatkiem 0,1% SDS
(szczegotowy opis metody znajduje sie w rozdziale. 5.3.3.). Wykres prezentuje Srednig efektywnosc translacji
zachodzacg z kodonu AUG2, wraz ze srednig efektywnoscig dla wariantu P1-A40p53. Obliczenia wykonano na
podstawie trzech niezaleznych eksperymentéw, wraz z odchyleniem standardowym.

3.2.8. Analiza formowania sie inicjacyjnego kompleksu rybosomalnego 80S w obrebie
kodonéw start, w wybranych mRNA

Kluczowym etapem procesu inicjacji translacji jest rozpoznanie kodonu start AUG
w czasie skanowania mRNA. W tym miejscu tworzony jest kompleks przejsciowy 48S,
sktadajacy si¢ z 43S PIC oraz z czynnikow zaangazowanych w inicjacje translacji. Gdy
nastapi parowanie zasad pomiedzy kodonem AUG a petla antykodonowa Met-tRNAM®,
przytacza si¢ duza podjednostka rybosomu 60S, dzigki czemu powstaje aktywny rybosom
80S gotowy do przeprowadzenia kolejnego etapu translacji — elongacji.

Analiza powstawania komplekséw rybosomalnych w obrgbie kodonow AUG

mozliwa jest dzigki metodzie odcisku palca (ang. toe-printing) (Dmitriev et al., 2003).
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Polega ona na inhibcji inicjacji translacji poprzez zastosowanie
cykloheksymidu — inhibitora aktywno$ci peptydylotransferazy, uniemozliwiajacego
elongacje. Zastosowanie tego odczynnika powoduje blokowanie rybosomu w obrebie
kodonu AUG. Podczas analizy polozenia kompleksow rybosomalnych na mRNA za
pomoca reakcji odwrotnej transkrypcji powstajace kompleksy 48S i 80S powoduja
zatrzymanie reakcji wydluzania startera. Utworzone kompleksy rybosomalne,
po przeprowadzeniu rozdziatu elektroforetycznego w zelu poliakryloamidowym, generuja
charakterystyczny wzor trzech prazkow. Kompleksy rybosomalne 48S generujg prazki
w odlegtosci +16 — +18 od kodonu AUG, natomiast w dalszej odleglosci widoczne sa
prazki odpowiadajace kompleksom rybosomalnym 80S (Dmitriev et al., 2003).

Reakcja translacji in vitro przeprowadzona zostala w RRL z wykorzystaniem
wybranych  mRNA — P1-A40p53(S), P1-A40p53(L), P1-A40p53(AHDM?2), oraz
P1-A40p53(A57), w obecnosci cykloheksymidu. Cykloheksymid, o stezeniu koncowym
1 mg/ml, dodany zostal do mieszaniny reakcyjnej w RRL, ktdra nastepnie inkubowana byta
20 minut w 30°C (pelny opis przeprowadzonej reakcji przedstawiony jest w rozdziale
543.2.). W dalszej kolejnosci, wykonana zostala reakcja odwrotnej transkrypcji
z wykorzystaniem startera DNA znakowanego radioaktywnym izotopem fosforu [*P]
(Tab. 7). Fragmenty cDNA byly rozdzielane -elektroforetycznie, w warunkach
denaturujacych w 8% zelu poliakryloamidowym z 7 M mocznikiem oraz w buforze
1x TBE. Identyfikacja powstatych komplekséw rybosomalnych odbyla si¢ na drodze
autoradiografii.

W pierwszej kolejnosci, reakcja ta zostata przeprowadzona dla konstruktow mRNA
posiadajacych zmiany strukturalne w obrgbie kodonu AUGI - P1-A40p53(S)
oraz P1-A40p53(L). W przypadku wariantu P1-A40p53(L), na otrzymanym
autoradiogramie obserwowatam charakterystyczny uktad prazkow znajdujacych si¢ ponize;j
kodonu AUGI (Rys. 48). Prazki te znajdowaty si¢ w pozycji od +19 do +21, oraz od +26
do +28 od kodonu AUGI 1 odpowiadaly kompleksowi rybosomalnemu 80S.
Potwierdzeniem tego byla ich obecno$¢ jedynie w reakcji po zastosowaniu
cykloheksymidu. Co wazne, kompleksy rybosomalne nie byty widoczne w reakcji
przeprowadzonej z analogiem kapu, co wskazuje na przebieg kap-zaleznej inicjacji

translacji zachodzacej z kodonu AUG1. Po przeprowadzeniu tej samej reakcji z wariantem
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MRNA P1-A40p53(S), nie obserwowatam prazkéw na autoradiogramie ponizej kodonu
AUGI1 (Rys. 48). Z powodu dwuniciowej struktury drugorzedowej w obrebie kodonu
AUGL1 skanowanie mRNA P1-A40p53(L) oraz proces rozpoznania kodonu inicjacyjnego
jest utrudniony, co réwniez bylo obserwowane we wczesniej opisanych w literaturze

doswiadczeniach (Gebauer & Hentze 2004).
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Rysunek 48. Identyfikacja komplekséw rybosomalnych w obrebie kodonéw AUG1 i AUG2 dla wariantéw mRNA
P1-A40p53(L) i P1-A40p53(S). Autoradiogramy przedstawiajg rozdziat elektroforetyczny w warunkach denaturujacych,
w 8% zelu poliakryloamidowym z dodatkiem 7 M mocznika, petny opis procedury znajduje sie w rozdziale 5.3.1.
Na autoradiogramach kolorem zielonym oznaczone s3 kodony inicjacyjne, miejsca utworzonych kompleksow 80S
zaznaczone s3 liniami. A i G oznaczajg linie sekwencyjne, kap — reakcja z analogiem kapu, Cx — reakcja
z cykloheksymidem, RK — kontrola z H,0,K — kontrola bez lizatu.
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Dla obydwu badanych mRNA, kompleksy rybosomalne 80S byly rozpoznane
réwniez ponizej kodonu AUG2, w pozycji +16 — +18. To samo ulozenie prazkow pojawito
si¢ nie tylko w reakcji przeprowadzonej z cykloheksymidem, lecz takze z analogiem kapu.
Brak inhibicji translacji przez analog kapu wskazuje na obecno$¢ eclementu IRES

odpowiedzialnego za kap-niezalezng inicjacj¢ translacji z kodonu AUG?2 (Rys. 48).
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Rysunek 49. Identyfikacja komplekséw rybosomalnych utworzonych w obrebie kodonéw AUG1 i AUG2 dla wariantéw
mRNA P1-A40p53(A57) i P1-A40p53(AHDM2). Autoradiogramy przedstawiajg rozdziat elektroforetyczny w warunkach
denaturujacych, w 8% zelu poliakryloamidowym z dodatkiem 7 M mocznika, petny opis procedury znajduje sie w
rozdziale 5.3.1. Kolorem zielonym na autoradiogramach oznaczone s kodony inicjacyjne, miejsca utworzonych
komplekséw 80S zaznaczone s liniami. A i G oznaczaja linie sekwencyjne, kap — reakcja z analogiem kapu, Cx -
reakcja z cykloheksymidem, RK — kontrola z H,0, K — kontrola bez lizatu.
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Analiza powstajacych kompleksow rybosomalnych zostata takze przeprowadzona
dla wariantow posiadajagcych istotne zmiany w obregbie motywdéw struktury
drugorzgdowej — P1-A40p53(AHDM2) oraz P1-A40p53(A57) (Rys. 49). W obydwu
przypadkach silny, wyrozniajacy si¢ uktad prazkéw widoczny byt ponizej kodonu AUGI,
w reakcji przeprowadzonej z cykloheksymidem, czego nie obserwowano w reakcjach
kontrolnych. Co ciekawe, podobny wzor zostat otrzymany dla kodonu AUG2, w reakcji
z cykloheksymidem, lecz nie z analogiem kapu. Brak prazkow w reakcji z analogiem kapu
sugeruje kap-zalezng inicjacj¢ translacji zachodzacg z kodonu AUG2, w przypadku
obydwu tych konstruktow mRNA (Rys. 49).

3.2.9. Dyskusja

Sadzi sie, ze inicjacja translacji stanowi etap limitujacy podczas biosyntezy biatka.
Jednym z kluczowych czynnikéw wplywajacych na szybko§¢ skanowania regionu
niekodujacego 5' mRNA przez rybosom, a w konsekwencji takze na efektywnos¢ translacji,
jest struktura drugorzgdowa tego regionu. W przedstawionych przeze mnie
doswiadczeniach skoncentrowatam si¢ na blizszym poznaniu procesu identyfikacji kodonu
AUG przez kompleks rybosomalny, ktory odbywa si¢ na drodze skanowania regionu
terminalnego 5 mRNA. Co wigcej, zamierzatam okresli¢, jaki jest wptyw struktury
drugorzedowej tego regionu na szybkos$¢ jego skanowania oraz na efektywnos$¢ procesu

biosyntezy biatka.

3.2.9.1. Struktura drugorzedowa regionu terminalnego 5' mRNA ma wpfyw na inicjacje oraz

efektywnos¢ translacji

W celu blizszego zbadania zaleznos$ci pomiedzy struktura drugorzedowsa regionu
niekodujacego 5" mRNA a szybkos$cig skanowania tego regionu przez rybosom, zostat
zaprojektowany szereg wariantow mRNA (Rys. 35). Warianty te roznity si¢ od siebie
kilkoma parametrami. Pierwszym z nich byta dlugos$¢ regionu terminalnego 5’ wynikajaca
z obecnosci lub braku regionu miedzy-promotorowego PO-P1 oraz wystepowania jednego

lub dwodch kodonéw inicjacyjnych AUG. Kolejnym, byta struktura jedno- lub dwuniciowa
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w obregbie kodonu start AUG1. W wyniku odmiennej dlugosci oraz usunigcia waznych
elementow struktury: spinek G56-C169 oraz U180-A218, konstrukty te istotnie r6znily si¢
takze strukturg drugorzedowa. Wszystkie warianty modelowego mRNA w regionie
kodujacym posiadaty gen reporterowy lucyferazy Renilla, co umozliwito przeprowadzenie
analiz efektywno$ci 1 czasu inicjacji translacji. Przewidywana struktura drugorzg¢dowa
regionu terminalnego 5’ wariantéw mRNA zostata potwierdzona za pomoca metod
biochemicznych (Rys. 31b, 32, 33, 34). Umozliwito to korelacj¢ zmian w czasie
skanowania mRNA przez rybosom z modyfikacjami wprowadzonymi w strukturze regionu
terminalnego 5' mRNA.

Reakcje translacji in vitro zostaly przeprowadzone w lizacie z retikulocytow
kroliczych (Rys. 36, 37, 38). Istotng zaleta systemu RRL jest uproszczenie jego sktadu
1 pozbawienie wielu biatek komorkowych. Dzigki temu doskonale widoczny jest wplyw
innych czynnikéw na translacje, w tym struktury drugorzedowej S5'UTR mRNA.
Zwazywszy na to, zastosowanie RRL stanowito odpowiedni wybdr do przeprowadzenia
moich badan, ktorych celem byta ocena wpltywu regionu terminalnego 5 mRNA na
inicjacje translacji, ze zminimalizowanym wptywem innych czynnikow.

Graficzne przedstawienie otrzymanych wynikow analiz czasu skanowania mRNA
przez rybosom przedstawione jest na rysunku 50. Wykres ten obrazuje zalezno$¢ pomiedzy
dhugos$cia regionu niekodujacego 5’ wariantbw mRNA a catkowitym czasem translacji.
Warianty  réznigce  si¢  jedynie  obecnoscig  113-nukleotydowego  regionu
migdzy-promotorowego PO-P1 potaczone sg w pary, dzigki czemu zilustrowany jest wplyw
wydtuzenia sekwencji niekodujacej na wydluzenie skanowania mRNA przez rybosom.
Co niezwykle istotne, wykazatam, Ze nie tylko dtugos¢ 5'UTR ma wplyw na inicjacje¢
translacji, ale takze jego struktura drugorzedowa ma kluczowe znaczenie. Bowiem, ta sama
113- nukleotydowa sekwencja w roznych wariantach mRNA zwijata si¢ w odmienna
strukturg, co w rezultacie spowalnialo lub przyspieszalo szybko$¢ skanowania
(Tab. 3, 4, 5). W przypadku konstruktu mRNA P0-A40p53(gUG2) szybkos¢ ta, obliczona
poprzez poréwnanie do wariantu mRNA P1-A40p53(gUG2), wynosi 6,6 nt/s. Natomiast
dla mRNA PO-p53, ktorego szybko$¢ skanowania zostala poréwnana do wariantu
P1-p53, wynosi 1,4 nt/s. Dla PO-A40p53 szybkos¢ ta jest rowna 3 nt/s i zostala okre$lona

poprzez porownanie do wariantu P1-A40p53 (Rys. 50). Obliczone szybkosci skanowania sg
125



Wyniki i dyskusja

poréwnywalne z warto$ciami otrzymanymi przez inne grupy badawcze (Berthelot et al.,
2004; Vassilenko et al., 2011). Dla systemu translacyjnego Krebs-2 wynosi ona okoto
6 nt/s, dla translacji przeprowadzonej w lizacie z kietkow pszenicy rowna jest 8 nt/s,
natomiast okoto 10 nt/s dla translacji w ekstrakcie drozdzowym (Berthelot et al., 2004;
Vassilenko et al., 2011).
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Rysunek 50. Wykres zaleznosci catkowitego czasu translacji od dtugosci 5°'UTR wariantéw mRNA. Symbole potaczone
liniami reprezentujg konstrukty, ktore réznig sie tylko regionem pomiedzy miejscami startu transkrypcji PO i P1.

3.2.9.2. Stabilnosé¢ termodynamiczna motywow strukturalnych znajdujacych sie w regionie

niekodujacym 5' mRNA ma wpfyw na efektywnos¢ translacji

Wykazano, ze u przedstawicieli Prokaryota, istnieje silna zalezno$¢ pomiedzy
stabilnoscia motywu strukturalnego spinki do wlosow, w ktorej znajduje si¢ kodon
inicjacyjny AUG, a efektywnos$cia translacji (Asano 2014). Obnizenie wartosci AG dla
elementu spinki o okoto -1,4 kcal/mol spowodowato 10-krotng redukcje¢ efektywnos$ci
translacji biatek ptaszcza u bakteriofagow (Asano 2014). Co wiecej, wykazano, ze w tym
przypadku wiekszy wpltyw miala struktura drugorzedowa niz sktad nukleotydowy
sekwencji. Dodatkowo w oparciu o obliczenia energii swobodnej, de Smith i van Duin

zasugerowali, ze wydajno$¢ translacji jest zwigzana z frakcja nie zwinigtego regionu RNA
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W miejscu wigzania si¢ rybosomu (Smith & van Duin 1990). Obserwacje te sa zgodne
z wynikami otrzymanymi przeze mnie podczas translacji in vitro przeprowadzonej dla
modelowych mRNA: P1-A40p53, P1-A40p53(S) i P1-A40p53(L). W tych przypadkach
stabilno$¢ motywu strukturalnego spinki z kodonem AUGI1 wynosi odpowiednio:
—52.3 kcal/mol, —64.9 kcal/mol i — 44.3 kcal/mol, co koresponduje z wydajnoscia translacji
dla poszczegblnych wariantow (Rys. 41).

Stabilnos¢ termodynamiczna wigkszosci motywow strukturalnych zlokalizowanych
w wariantach regionu terminalnego 5 mRNA p53 wynosi okoto —20 kcal/mol
(Rys. 41, 42, 44). Wyjatek stanowi spinka G56—C169, ktorej AG wynosi
okoto —50 kcal/mol. Jednakze, ten element strukturalny nie jest regularng spinka, lecz
posiada petle 1 wybrzuszenia. Niewatpliwie, rozwiniecie takiej spinki jest duzo tatwiejsze
niz rozwinigcie w pelni sparowanego elementu. Dlatego tez, wptyw tego elementu na
efektywnos$¢ translacji jest mniejszy niz mogloby to wynika¢ jedynie z jego stabilnosci
termodynamicznej. Struktury typu spinki do wlosow, ktorych AG sigga nawet
ponizej —50 kcal/mol, moga uczestniczy¢ w wydajnej translacji pod warunkiem, ze ilo$¢
par GC w ich obrgbie jest relatywnie niska.

Zaobserwowano, ze struktury drugorzedowe znajdujace si¢ w regionach blizej
5" konca mRNA majg znacznie silniejszy, inhibujacy wptyw na efektywnos¢ translacji oraz
czas skanowania przez rybosom, niz motywy strukturalne oddalone od konca 5" mRNA.
Dotyczy to zwlaszcza motywoéw typu spinki do wlosow, ktorych AG  wynosi
ponizej —30 kcal/mol. Przykladem jest spinka zlokalizowana 5 nt od konca 5' regionu
niekodujagcego mRNA, o stabilnosci —30 kcal/mol, istotnie obnizajagca efektywnos¢
translacji. Natomiast spinka bogata w pary GC, z kodonem inicjacyjnym AUG, znajdujaca
si¢ w $rodku 5'UTR nie obnizyta efektywnosci translacji w komorkach COS (Kozak 1987).

3.2.9.3. Kontekst strukturalny kodonu inicjacyjnego AUG ma duzy wpfyw na efektywnos$é

translacji oraz skanowanie mRNA przez rybosom

Efektywnos$¢ translacji nie zalezy tylko od energii Stabilizacji, jaka posiadaja
struktury drugorzedowe regionu niekodujgcego 5'. Duzy wplyw na wydajnos¢ translacji
z pewnoscig ma lokalizacja kodonu AUG w strukturze mRNA. W moich badaniach
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zalezno$§¢ pomiedzy obnizeniem efektywnosci translacji a umiejscowieniem kodonu
inicjacyjnego  w dwuniciowej strukturze RNA jest bardzo dobrze widoczna
(Rys. 36, 42, Tab. 4).

Porownanie  warto$ci  catkowitego czasu translacji dla P1-A40p53(S)
I P1-A40p53(L) z tym wyznaczonym dla P1-A40p53 pokazuje, ze oba warianty mRNA
posiadajace mutacje punktowe w regionach terminalnych 5’ s3 skanowane z mniejsza
szybkoscig (Rys. 42b, i tab. 4). Najdtuzsza catkowitg warto$¢ czasu translacji obliczono dla
MRNA P1-A40p53(S), w ktorym kodon inicjacyjny jest osadzony w strukturze
dwuniciowej. To pokazuje, ze spinka do wlosow G56—C169 stanowi bariere dla
rybosomalnego kompleksu skanujacego 43S. W P1-A40p53(L) rozplecenie spinki do
wlosow, zawierajacej duza petle wewngtrzng jest niewatpliwie tatwiejsze niz w przypadku
dwuniciowego trzonu, w ktorym znajduje si¢ kodon AUGI. Co wigcej, efektywnos¢
translacji tego konstruktu jest wyzsza, co mozna wyjasni¢ krotszym czasem catkowitej
translacji i/lub lepszej dostgpnosci AUG1 do maszynerii translacyjnej (Rys. 36). Powyzsze
wyniki pokazuja ponownie, ze czas migracji rybosomu nie zawsze jest wprost
proporcjonalny do dlugosci 5'UTR 1 ze kontekst strukturalny, w ktorym znajduje si¢ kodon

inicjacyjny, ma kluczowe znaczenie dla inicjacji translacji.

3.2.9.4. Region obejmujacy elementy strukturalne typu spinki G56—C169 oraz U180-A218 jest

niezbedny do translacji wedfug mechanizmu zaleznego od IRES

Wykazano, ze region obejmujacy dwa kodony inicjacyjne: AUGL i AUG2 jest
niezbedny do zainicjowania translacji wedlug mechanizmu niezaleznego od struktury
kapu (Gorska et al., 2013a) (Rys. 45). Teze t¢ potwierdzaja wyniki badan inhibicji
translacji w obecnos$ci analogu kapu m7GpppG, przeprowadzone dla wariantow mRNA P1-
A40p53(A57) oraz P1-A40p53(AHDM2) (Rys. 46). Konstrukty te, pozbawione sg
elementow strukturalnych uczestniczacych w IRES-zaleznej translacji, w wyniku czego
dodany do reakcji inhibitor kap-zaleznej translacji zahamowat syntez¢ biatek zachodzaca z
kodonu AUG2.

Dodatkowym potwierdzeniem usunigcia elementéw IRES z tych konstruktow byto
przeprowadzenie analizy tworzenia si¢ komplekséw rybosomalnych 80S w obrgbie kodonu
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AUG2. W reakcji tej obserwowany byl zanik kompleksow rybosomalnych, po dodaniu do
reakcji inhibitora kap-zaleznej translacji (Rys. 48 i 49). Wynik ten ilustruje znaczenie obu
elementow strukturalnych, spinek G56—C169 i U180—A218, dla funkcjonowania
5-koncowego regionu mRNA p53, jako elementu IRES. Okazato si¢, ze ,,manipulacja
strukturg drugorzedowa” w obrebie tego regionu zmienita mechanizm inicjacji translacji.

Co interesujgce, wzrost wydajnosci translacji P1-A40p53(A57), zachodzacej
z kodonu AUG2 (Rys. 37) potwierdza hipoteze, ze spinka G56—C169 jest odpowiedzialna
za blokowanie translacji zaleznej od kapu w celu promowania aktywnosci IRES i syntezy
biatka z kodonu AUG2. Z drugiej strony, spadek wydajnosci translacji
P1-A40p53(AHDM2) z drugiego kodonu inicjacyjnego jest zgodny z sugestig, ze spinka
U180—A218 jest elementem strukturalnym, w ktérym umieszczona bytaby aktywno$¢
IRES (Rys. 37). Bardzo wazne jest dla mRNA z elementami IRES, aby dwa typy
mechanizmu inicjacji translacji, kap-zalezny i kap-niezalezny, mogty dziata¢ jednoczes$nie
(Candeias et al., 2006).

Przedstawione przeze mnie badania pokazuja, ze dlugo$¢ regionu niekodujacego
5" mRNA p53, obecnos$¢ stabilnych motywow struktury drugorzedowej w tym regionie,
kontekst strukturalny kodonow inicjacyjnych i elementy IRES maja decydujacy wplyw na
wydajnos¢ translacji. Roznice strukturalne korelowaly z r6znymi szybko$ciami skanowania
tego regionu i wydajnoscia syntezy biatka reporterowego. Warianty regionu niekodujacego

5" mRNA p53 wyraznie ilustrujg ztozony charakter wptywu cech tego regionu na translacjg.

3.3. Badanie struktury drugorzedowej regionu terminalnego 5’ mRNA
A133p53 oraz efektywnosci translacji zachodzacej z kodonéw
AUG3 i AUG4

Niedawno rozpoznane izoformy biatka p53 — A133p53 i A160p53 uchodza za
niezwykle wazne bialka, ktérych funkcje znacznie r6znig si¢ od p53 typu dzikiego. Szereg
publikacji podkresla role izoformy A133p53 w procesach nowotworzenia, w tym
angiogenezie 1 metastazie, a takze w innych procesach komoérkowych, np. w procesie

starzenia (Bourdon et al., 2005; Aoubala et al., 2011; Bernard et al., 2013; Ji et al., 2015;
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Arsic et al., 2017, Zhang et al., 2017). W znacznie mniejszym stopniu zostata zbadana
izoforma A160p53, krotsza o 159 aminokwasow od biatka pS53 (Marcel et al., 2010a).
Pomimo, iz zostala odkryta znacznie po6zniej, jest to druga najbardziej ewolucyjnie
zachowawcza izoforma p53 wsrdod gatunkéw, tuz po biatku p53 pelnej dlugosci.
Wykazano, ze izoforma ta wystepuje w kilku liniach komoérkowych, m.in. raka
kosci — U20S, raka piersi — T47D oraz biataczki szpikowej — K562 (Marcel et al., 2010a).
Co ciekawe, zwickszong ilos¢ A160p53 zidentyfikowano w liniach komoérkowych,
w ktorych wystepuje TP53 w formie zmutowanej, np. raka jelita grubego HT-29 oraz raka
skory A431 (Candeias et al., 2016). Biatko A160p53 kontroluje los komodrek w sposob
bardzo podobny do zmutowanego biatka p53, gdy w TP53 wystepuje mutacja R273H,
zmieniajgca argining na histydyng. Podobnie jak w przypadku mutanta p53 R273H,
zwigkszona synteza A160p53 w komodrkach powoduje wzmozong proliferacj¢ komorek,
natomiast brak A160p53 przyspiesza apoptoz¢. Dodatkowo, badania wykazaty, iz brak
A160p53 w komoérkach, w ktorych wystepuje zmutowane biatko p53, powoduje apoptoze,
natomiast wystgpowanie obydwu biatek znacznie zwigksza prolifracje komorek. Podobna
zalezno$¢ byla obserwowana takze U innych mutantéw TP53: R248Q oraz R175H,
co wskazuje na wspoéldziatanie zmutowanego biatka p53 z izoformg Al160p53
(Candeias et al., 2016).

Funkcja izoform A133p53 i A160p53 jest coraz szerzej badana, jednak wcigz nie
zostata okreslona struktura drugorzedowa regionu terminalnego 5’ mRNA A133p53. Jak
przedstawiono w poprzednich rozdziatach, regulacja translacji poszczegdélnych mRNA
biatka p53 okazata si¢ by¢ niezwykle wazna. Dlatego tez, ze wzgledu na brak danych na
temat regulacji translacji izoform A133p53 i A160p53, poznanie struktury drugorzedowe;j
tego regionu mRNA wydaje si¢ kluczowe. Zwazywszy na szczeg6lnie wazng role obydwu
izoform w procesie nowotworzenia, istotne jest, aby doktadnie zbada¢ mechanizmy ich
generowania, a takze regulacji ich syntezy.

W zwigzku powyzszym podjetam si¢ zadania okreSlenia struktury drugorzedowe;j
regionu terminalnego 5" mRNA A133p53, z ktérego generowane sg izoformy A133p53 i
A160p53. Celem przedstawionych w tym rozdziale badan bylo mapowanie struktury
drugorzedowej oraz zaproponowanie modelu strukturalnego regionu terminalnego

5" mMRNA A133p53. Przeprowadzone przeze mnie analizy umozliwig poznanie roli
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zawartych w tym regionie elementow strukturalnych, ktore potencjalnie s3g istotne

w procesie inicjacji translacji.
3.3.1. Przygotowanie konstruktu mRNA A133p53 zawierajgcego region terminalny 5'

Pierwszym etapem badan przedstawionych w tym rozdziale bylo przygotowanie
wariantu mMRNA A133p53. Poczatek sekwencji nukleotydowej regionu terminalnego
5" mRNA A133p53 znajduje si¢ w intronie 4 (P2 — miejsce poczatku transkryptu).
Region terminalny 5’ obejmuje 257 koncowych nukleotydéw intronu 4 oraz czes$é
egzonu 5 pre-mRNA p53. W przypadku A133p53 jest to 21 nukleotydow egzonu 5,
natomiast w przypadku A160p53 sg to 102 nukleotydy (Rys. 51).

Konstrukt dsSDNA A133p53 otrzymano na bazie wektora plazmidowego pOTB7
niosgcego insert odpowiadajacy sekwencji mRNA p53 o pelnej dlugosci. W pierwszej
kolejnosci usunigta zostata sekwencja wektora odpowiadajaca czterem pierwszym
egzonom, za pomocg enzymow restrykcyjnych BsaAl i Sall. W nastgpnym etapie na drodze
ligacji wprowadzono do wektora insert o sekwencji odpowiadajacej 257 nt intronu 4 wraz z
sekwencjg promotora dla polimerazy Sp6. W Kkolejnym etapie wektor dsDNA
linearyzowany byt przy pomocy enzymu restrykcyjnego Xhol i przeprowadzona zostata
transkrypcja in vitro z wykorzystaniem polimerazy Sp6. Szczegotowy opis procedury

przygotowania dSDNA A133p53 znajduje si¢ w rozdziale 5.4.1.

5'UTR mRNA A160p53

1 359 nt 1
5UTR mRNA A1 33?53
" AUGs Aucs
P2 I

EGZON 4 INTRON 4 EGZON 5

Rysunek 51. Schematyczne przedstawienie fragmentu pre-mRNA p53 wraz z regionem niekodujagcym 5’ mRNA
A133p53. P2 oznacza poczatek transkryptu mRNA A133p53, AUG3 i AUG4 oznaczajq kodony inicjacji translacji izoform
A133p53 i A160p53.
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3.3.2. Okreslenie struktury drugorzedowej regionu terminalnego 5 mRNA A133p53

W celu okre$lenia struktury drugorzgdowej regionu terminalnego 5’ mRNA
A133p53 zastosowane zostalty metody: SHAPE z wykorzystaniem odczynnika
modyfikujacego NMIA oraz cigcie RNA indukowane w obecnosci jonow otowiu (II)
(metody te zostaty opisane w rozdziale 5.4.8.). Miejsca modyfikacji chemicznej oraz cigcia
identyfikowatam za pomoca reakcji odwrotnej transkrypcji z zastosowaniem 4 starterOw
DNA wyznakowanych na koncu 5’ radioaktywnym izotopem fosforu [**P], co umozliwito
detekcje produktéw uzyskanych po reakcji. Otrzymane fragmenty cDNA rozdzielatam
elektroforetycznie warunkach denaturujacych, w 8% zelu poliakryloamidowym z
dodatkiem 7 M mocznika.

Rysunek 52 przedstawia autoradiogramy otrzymane po reakcji SHAPE a nastepnie
odwrotnej transkrypcji, przy uzyciu poszczeg6élnych starterow. Przy zastosowaniu kazdego
ze starterOw mozliwa byla identyfikacja okolo 40-80 nukleotydowej sekwencji. Na zelu
znajdujagcym si¢ na rysunku 52a widoczne sg intensywne prazki w obrebie regionu
zlokalizowanego w pozycjach A35-A38. Silne prazki obserwowane sa takze
w pozycjach: A94-A100, A169-U179, U223-A232, U323-C329 (Rys. 52D, c, d i e).

W przypadku mapowania struktury drugorzedowej przeprowadzonej na drodze
cigcia RNA indukowanego w obecno$ci jonow otowiu (II) szczegolnie silne cigcia
obserwowalam w obrgbie reszt C20-C44, co jest odzwierciedlone na zelu
poliakryloamidowym w postaci intensywnych prazkéw (Rys. 53a). Region ten cechuje si¢
takze wysoka reaktywnoscia wobec odczynnika NMIA. Silne prazki na autoradiogramie
wystepowaly takze w pozycji A67-A78, regionie ktory nie byt analizowany metoda
SHAPE, z powodu utrudnionej dostepnosci (Rys. 53b). Podobnie, jak w przypadku
przeprowadzenia reakcji SHAPE, cigcia w obecnosci jonow Pb** wystapity takze w
pozycjach A94-A100 (Rys. 53b). Obserwowatam réwniez cigcia RNA w obrgbie regionu
C162-G183, wystepowatly w nim tez modyfikacje reszt za pomocag NMIA, co wskazuje na
jednoniciowy charakter tego regionu (Rys. 53c). Intensywne prazki obserwowane byly na
autoradiogramie w regionie odpowiadajacym sekwencji G217-A231, ktory podlegat takze
modyfikacji metodga SHAPE (Rys. 53d). Przy uzyciu jonow Pb?* okreslona zostala rowniez

struktura w obrebie nukleotydow U323-C329 (Rys. 53e).
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Rysunek 52. Mapowanie struktury drugorzedowej regionu terminalnego 5° mRNA A133p53 metoda SHAPE. Autoradiogramy a, b, c, d, e, f przedstawiajg rozdziat
elektroforetyczny produktéw po reakcji odwrotnej transkrypcji z radioaktywnymi starterami, w warunkach denaturujacych w 8% zelu poliakryloamidowym z dodatkiem 7 M
mocznika. Zielong linig zaznaczono regiony wykorzystane do analizy strukturalnej w oprogramowaniu RNAstructure 5.6. A, T, G oznaczajq linie sekwencyjne, NMIA + oznacza
reakcje z odczynnikiem modyfikujagcym, natomiast — oznacza reakcje kontrola, do ktérej nie dodano NMIA.

133



Wyniki i dyskusja

a b c d e

Pb* [mM]
021 AG

Pb? [mM]

2 1A
Pb* [mM] o s

00512 TC

=

- ‘ — - Jros - —

oo bt e

Pb* [mM] ! =
! *

— T3 o
00512 A G e —= - -
R— — o = :
B - - =

Pb™ (mM] =EE== = .
r ﬁ - -C138 - —8280
| -8 '

— G209

‘v
Ll

—C140 -
= e _Cia2 - i . .
e > pe-eg - - G293
7 — = (=831 - = .
= =A [p— C191- U243 = G30
|-= —A === — | =153 e |—G224
= — A78 == = - -G314
= & —A83 |- o~ ‘ —G319
- -C162 - G321
= !-- & |- o7 - = |-G324
—— — 166
— — — - —C168 L= b= b
===g eon,
= &
Al G137 - U162 1 = G293 -A370 « |-cass
c7-Cs6 - $=4— E=gs - |-83
AB7 -A136 === = =
—A113 -—:-_-—cwg o o
- 5 - - - & [=o39
- —— =G3s1
—A119 - —g— craa ; > G355
- - - - )
:_ A121 == ._.__ = == ‘ —G357
—c187 -
= A% ' ~c188 't: * -6
- _—
-~
- —-c191 b L
L - |-n13 L - -

Rysunek 53. Mapowanie struktury drugorzedowej regionu terminalnego 5° mRNA A133p53 metodgq cigcia RNA indukowanego w obecnosci jonow Pb*". Autoradiogramy a, b,
¢, d, e, przedstawiajg rozdziat elektroforetyczny produktéw po reakcji odwrotnej transkrypcji z radioaktywnymi starterami, w warunkach denaturujacych w 8% zelu
poliakryloamidowym z dodatkiem 7 M mocznika. Zielong linig zaznaczono regiony wykorzystane do analizy. A, T, G oznaczaja linie sekwencyjne, 0.5, 1 i 2 oznaczajq stezenie
. z 2+ . . s . . 2+ . . .

jonbw Pb™, 0 stanowi reakcje kontrolng w ktérej nie zostat dodany Pb", po prawej stronie zaznaczono wybrane pozycje reszt nukleotydowych.
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Wyniki uzyskane na drodze reakcji SHAPE zostaly znormalizowane w oparciu o
reakcj¢ kontrolng, w ktorej nie zostal zastosowany odczynnik NMIA. Nastepnie, otrzymane
rezultaty wprowadzone byty do oprogramowania RNAstructure 5.6. Wygenerowane zostaty
prawdopodobne struktury drugorzedowe analizowanego regionu, w zakresie 10%
minimalnej energii swobodnej, sposrod ktorych wybralam struktur¢ najbardziej zgodna
z wynikami eksperymentalnymi. Ciccia indukowane jonami Pb®" naniostam na
zaproponowany przeze mnie model struktury drugorzedowej, po okresleniu ich wzglednej
intensywnosci.

Rysunek 54 przedstawia zaproponowany model struktury drugorzgdowej regionu
terminalnego 5' mRNA A133p53, 0 energii AG = —140 kcal/mol. W strukturze tej
wystepuje silne sparowanie regionu terminalnego 5" ze $rodkowa czgdcia czasteczki.
Widoczny jest takze region jednoniciowy A83-A100, sktadajacy si¢ z 18 reszt adenozyny.
Ponadto, zaproponowana struktura charakteryzuje si¢ wystepowaniem kilku elementow
typu spinki 0 stosunkowo niskiej stabilnos$ci termodynamicznej
od okoto —16 do —5 kcal/mol, znajdujacych si¢ w cz¢$ci koncowej 3’ analizowanego
regionu. Kodon AUG3 znajduje si¢ w regionie czgsciowo sparowanym: A oraz G znajduja
si¢ w regionie dwuniciowym, natomiast U w jednoniciowym. Kodon AUG4 zlokalizowany
jest w regionie jednoniciowym (Rys. 54).

Odcinki jednoniciowe manifestowane sa przez silne prazki widoczne na
autoradiogramach otrzymanych po reakcji SHAPE (Rys. 52). Intensywne prazki obecne na
zelu w obrebie regionu zlokalizowanego w pozycjach A35-A38 (Rys. 52a) odpowiadaja
petli apikalnej spinki G19-C49. Modyfikacje wystepuja takze w pozycjach A94-A100
(Rys. 52b) co odpowiada odcinkowi jednoniciowemu. Dodatkowo, silne prazki
obserwowane sg rowniez W regionie A169-U179 (Rys. 52c), ktory tworzy mato stabilng
strukture spinki, posiadajaca wiele niesparowanych nukleotydow. Wystepowanie odcinkow
jednoniciowych w zaproponowanej strukturze jest takze potwierdzone przez modyfikacje

nukleotydow w pozycjach U223-A232 i U323-C329 (Rys. 52d i f).
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Rysunek 54. Model struktury drugorzedowej regionu terminalnego 5° mRNA A133p53. Zielong petla zaznaczono

kodon inicjacyjny AUG3, niebieska petla - AUG4. Kolorami oznaczono reaktywnos¢ SHAPE, natomiast strzatkami

miejsca cigcia jonami Pb (Il).
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Rysunek 55. Model struktury drugorzedowej regionu terminalnego 5’

mRNA A133p53 wraz z okreslonym

prawdopodobienstwem wystepowania danego nukleotydu w podobnym motywie strukturalnym, zaproponowanym

przez program RNAstructure 5.6.
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Dla zaproponowanej struktury drugorzedowej regionu terminalnego 5 mRNA
A133p53 przeprowadzitam takze analize zdeterminowania strukturalnego tego regionu
(Rys. 55). Z wykorzystaniem oprogramowania RNAstructure 5.6 okreslitam
prawdopodobienstwo wystepowania danego nukleotydu w podobnym motywie
strukturalnym, rowniez w innych zwinigciach, wygenerowanych przez program. Mozliwe
byto wyrdznienie kilku motywow strukturalnych o wysokim stopniu zdeterminowania.
Szczegbdlnie duzg zachowawczoscig cechuje si¢ rozwidlony element struktury
drugorzgdowej typu ramig-petla, obejmujacy pozycje nukleotydowe: A103-U204.
Prawdopodobienstwo wystapienia motywu strukturalnego w takim zwini¢ciu wynosi 80 —
99%.

Wykorzystanie dwoch metod eksperymentalnych: SHAPE oraz cigcia RNA
w obecnosci jonow Pb (II), w polaczeniu z analiza komputerowa, umozliwito
zaproponowanie pierwszego modelu struktury drugorzedowej regionu terminalnego

5" mRNA A133p53.

3.3.3. Badanie efektywnosci translacji izoform A133p53 i A160p53

Kolejnym etapem badan bylo okreslenie efektywno$ci syntezy zachodzacej
z kodonéw inicjacyjnych AUG3 i AUG4 dla izoform A133p53 i A160p53 (Rys. 51).
W tym celu przeprowadzitam translacj¢ in vitro lizacie z retikulocytow kroliczych,
w obecnosci metioniny znakowanej izotopem siarki [*S]-Met, umozliwiajaca detekcje
produktow translacji. Matryce do reakcji stanowit mRNA A133p53, ktory na koncu
5" zawieratl struktur¢ kap (doktadny opis reakcji przedstawiony jest w rozdziale 5.4.3.1).
Produkty biatkowe otrzymane po translacji analizowatam elektroforetycznie w warunkach
denaturujagcych, w 15% warstwie rozdzielajacej zelu poliakryloamidowego z dodatkiem
0,1% SDS (szczegdtowy opis metody znajduje si¢ w rozdziale 5.3.3.).

Na otrzymanym autoradiogramie obecny byl tylko jeden produkt biatkowy na
wysokosci okoto 34 kDa (Rys. 56, linia 1). Zwazywszy na to, iZ w mRNA wystepuja dwa
kodony inicjacyjne byt to wynik nieoczekiwany.

W celu okre$lenia, z ktorego z kodonéw AUG zachodzi inicjacja translacji
przeprowadzitam ich ukierunkowana mutageneze. Przygotowane zostaly dwa warianty
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MRNA. W pierwszym, A133p53(cua), kodon AUG3 zostal zmieniony na kodon leucynowy
CUA, tak, aby translacja zachodzila jedynie z kodonu AUG4 dla A160p53. Drugi wariant,
A160p53(cua), zawierat mutacj¢ kodonu AUG4 na CUA, tak aby synteza byla inicjowana
tylko z kodonu AUG3. W celu catkowitego zahamowania translacji przygotowany zostat
wariant ze zmutowanymi obydwoma kodonami start. Zmiany w kodonach zostaty
wprowadzone na drodze ukierunkowanej mutagenezy, przy uzyciu dSDNA A133p53 jako
matrycy, poprzez wprowadzenie substytucji punktowych, za pomocg starterow DNA
niosgcych mutacje (szczegdétowa procedura przedstawiona jest W rozdziale 5.4.1.,
sekwencje starterow DNA zawarte sg w tabeli 6). Nastepnie, przeprowadzitam transkrypcje
in vitro z wykorzystaniem otrzymanych wariantow dsDNA niosgcych mutacje,
w obecnos$ci analogu kapu ARCA. Translacja in vitro z otrzymanymi wariantami mRNA,
a takze z mRNA typu dzikiego — A133p53 zostala przeprowadzona w RRL, w obecnosci
metioniny znakowanej izotopem siarki [*°S]-Met. Rozdziat elektroforetyczny produktéw po
reakcji translacji prowadzony byt w warunkach denaturujgcych z dodatkiem 0,1% SDS.

) ) > 2
& & S
4o} 2e) 20) DN
\P) s} \p) OIS
oR R K KRR
N2 N> N N>~ O
Avg Avg Avg v v

S« A133p53
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1 2 3 4

Rysunek 56. Analiza produktow biatkowych otrzymanych po translacji in vitro modelowych mRNA w lizacie
z retikulocytéw kroéliczych. Autoradiogram przedstawia rozdziat elektroforetyczny produktéow po reakcji translacji
in vitro, przeprowadzony w warunkach denaturujacych, w 15% warstwie rozdzielajacej zelu poliakryloamidowego
z dodatkiem 0,1% SDS (szczegétowy opis metody znajduje sie w rozdziale. 5.3.3.). Przedstawione zostaly produkty
biatkowe powstajagce z mRNA A133p53(cua) oraz A160p53(cua). Jako kontrola wykorzystany zostat typ dziki mRNA,
z dwoma kodonami AUG (A133p53) oraz mRNA ze zmutowanymi dwoma kodonami AUG - A133p53(cua)
160p53(cua). Strzatki oznaczajg izoformy biatkowe powstajgce na drodze translacji.
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Analiza wynikéw po przeprowadzonej reakcji translacji in vitro z wykorzystaniem
otrzymanych wariantow mRNA niosagcych mutacje wykazala zréznicowany poziom
syntezy biatek (Rys. 56). W przypadku wariantu A133p53(cua) obserwowany jest prazek
znajdujacy si¢ ponizej 34 kDa (Rys. 56, linia 2), natomiast na wysokosci 34 kDa, czyli na
wysokosci gdzie obserwowany byt sygnat po translacji z mRNA typu dzikiego, jest staby
prazek. W przypadku wariantu A160p53(cua) translacja zachodzita w taki sam sposob jak
z konstruktem mRNA typu dzikiego (Rys. 56 linia 3), czyli obserwowany byt silny prazek
na wysokosci 34 kDa. Zgodnie z oczekiwaniami, po przeprowadzeniu mutagenezy obydwu
kodonow start — A133p53(cua) A160p53(cua), synteza A133p53 i A160p53 zostata
zahamowana, natomiast pojawil si¢ produkt ponizej, odpowiadajacy nie opisanemu
kodonowi start, ktory moze stanowi¢ produkt niespecyficzny translacji (Rys. 56 linia 4).
Wykazatam, ze translacja w warunkach in vitro zachodzi gtéwnie z kodonu AUGS3,

z ktorego syntetyzowana jest izoforma A133p53.

3.3.4. Analiza mechanizmu inicjacji translacji zachodzacej z kodonu AUG3

Kolejnym celem moich badan byta analiza mechanizmu procesu inicjacji translacji
zachodzacej z kodonu AUG3 dla izoformy A133p53. Wczesdniejsze analizy, a takze
doniesienia literaturowe wykazatly, ze inicjacja translacji innego transkryptu mRNA p53
zachodzaca z kodonu AUG2, moze przebiega¢ w sposob kap-zalezny, jak i IRES-zalezny
(Gorska et al., 2013a). Jak dotad, sposob przebiegu inicjacji translacji z kodonu AUG3 nie
zostal okreslony. W celu okreslenia, czy inicjacja translacji z kodonu AUG3 zachodzi
W Sposob zalezny od struktury 5’ kap, przeprowadzilam badanie przebiegu translacji
in vitro w obecnosci wzrastajgcego stezenia analogu kapu m'GpppG.

Badanie przeprowadzitam z wykorzystaniem mRNA Al133p53 w RRL wraz
z metioning znakowana izotopem siarki [*>S]-Met. Do prébek dodany zostat analog kapu
w stezeniach od 5 do 750 uM. Probe kontrolng stanowita reakcja, do ktorej nie dodano
analogu kapu (szczegétowy opis metody znajduje si¢ w rozdziale 5.4.3.1.). Produkty po
reakcji byly rozdzielane elektroforetycznie w 15% warstwie rozdzielajacej zelu
poliakryloamidowego z dodatkiem 0,1% SDS, natomiast identyfikacja produktow translacji

odbytla si¢ na drodze autoradiografii.
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Rysunek 57. Analiza efektywnosci translacji mRNA A133p53 zachodzacej z kodonu AUG3 w obecnosci wzrastajacego
stezenia analogu kapu m7GpppG. Autoradiogram przedstawia rozdziat elektroforetyczny produktéw po reakcji
translacji in vitro, przeprowadzony w warunkach denaturujagcych, w 15% warstwie rozdzielajacej zelu
poliakryloamidowego z dodatkiem 0,1% SDS (szczegétowy opis metody znajduje sie¢ w rozdziale. 5.3.3.). Wykres
prezentuje Srednig efektywno$¢ translacji wyliczong wraz z odchyleniem standardowym, z trzech niezaleznych
eksperymentow.

Analiza otrzymanych wynikow wykazata, ze efektywnos$¢ translacji in vitro
zachodzacej z kodonu AUG3 wzrasta wraz ze wzrostem ste¢zenia analogu kapu w zakresie
od 5 do 300 uM (Rys. 57). Natomiast przy wyzszych stezeniach analogu intensywnosc¢
prazka obecnego na autoradiogramie ulega zmniejszeniu.

Przebieg translacji in vitro zobrazowany jest na wykresie wygenerowanym
w oparciu o dane uzyskane z trzech niezaleznych powtorzen eksperymentu. Przy stezeniu
analogu kapu 50 uM obserwowana jest maksymalna wydajnos¢ translacji, ktora przekracza
160% wartosci poczatkowej. Najnizszg wydajnos$¢ translacji obserwowano przy stezeniu
analogu 750 puM 1 wynosi ona okoto 50% (Rys. 57). Powyzsze obserwacje sugeruja
kap-niezalezny charakter inicjacji translacji in vitro zachodzacej z kodonu AUG3,

przebiegajacej prawdopodobnie z udziatem elementu IRES.
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3.3.5. Dyskusja

Celem przeprowadzonych przeze mnie badan bylo okreslenie struktury
drugorz¢dowej regionu terminalnego 5 mRNA A133p53. Model struktury tego regionu
otrzymany zostal na podstawie badan mapowania strukturalnego metoda SHAPE
oraz z wykorzystaniem metody cigcia RNA w obecnosci jonow Pb?*. Poprzez
wprowadzenie otrzymanych rezultatow do oprogramowania RNAstructure 5.6
wygenerowany zostat model struktury drugorzgdowej. Badania te sa niezwykle istotne,
poniewaz struktura drugorzedowa regionu terminalnego 5" mRNA A133p53 nie zostata
wczesniej okres$lona.

W zaproponowanym modelu struktury drugorzedowej regionu niekodujacego
5" mRNA A133p53 mozna wyr6zni¢ kilka potencjalnie istotnych elementéw strukturalnych
(Rys. 54). Sg to motywy: typu spinki obejmujacej pozycje nukleotydowe G19-C49,
odcinek jednoniciowy pomigdzy pozycjami A83 1 A100, rozwidlony motyw struktury
drugorzedowej typu ramig-petla, obejmujacy pozycje nukleotydowe od A103 do U204.
Przeprowadzona analiza stopnia zdeterminowania strukturalnego wykazata, iz powyzsze
motywy cechuja si¢ wysoka zachowawczos$cig (Rys. 55). Mozna zatem wnioskowac, iz jest
duze prawdopodobienstwo wystgpowania powyzszych motywow strukturalnych w takiej
aranzacji w warunkach in vitro, co moze przektada¢ si¢ takze na warunki komoérkowe
(Gorska et al., 2013a).

Dodatkowo, motywy strukturalne wystepujace w regionach jednoniciowych
zaproponowanej struktury drugorzgdowej moga stanowi¢ miejsca oddziatywania
z biatkami RBP (Wilkie et al., 2003; Ray et al., 2013). Biatka te moglyby wigza¢ si¢ do
MRNA oraz uczestniczy¢é w regulacji syntezy biatek A133p53 oraz A160p53. Jednym
z ciekawszych motywow sekwencyjnych zlokalizowanych w regionie terminalnym
5" mRNA A133p53 jest odcinek bogaty w reszty pirymidynowe C oraz U. Reszty te,
w  pozycjach:  C74-U77, C226-C230, oraz U243-C246, zlokalizowane
sa3 w niesparowanych regionach struktury drugorzedowej (Rys. 53). Moga one by¢
rozpoznawane przez biatko PTB (ang. polypyrimidine tract binding protein)
(Ray et al, 2013). Biatlko to wuczestniczy w regulacji procesu obrobki

posttranskrypcyjnej — wycinania introndw, jak roéwniez moze stymulowac translacje
142



Wyniki i dyskusja

zalezng od IRES (Brunel et al., 1996; Sawicka et al., 2008). Co niezwykle interesujace,
odkrycia Grover i wspotpracownikow wykazaly, ze biatko PTB wigze si¢ do regionu
terminalnego 5’ mRNA p53, zarowno w warunkach in vitro jak i in vivo. Szczegolnie duze
powinowactwo PTB wykazuje wzgledem sekwencji nukleotydowej ponizej kodonu AUG1
(Grover et al., 2008). To sugeruje, iz biatko PTB moze wigza¢ si¢ tez do regionu
terminalnego 5’ mRNA kolejnych izoform biatka p53 — A133p53 i A160p53.

W regionie terminalnym 5" mRNA A133p53 znajdujg si¢ takze odcinki
jednoniciowe bogate w reszty cytydyny (Rys. 53). Zlokalizowane sg w pozycjach
C262-C264, C268-C270 oraz C333-C336. Moga one stanowi¢ potencjalne miejsce
wigzania biatka PCBP (ang. poly(C)-binding protein). Biatko to jest odpowiedzialne za
stabilizacj¢ mRNA oraz regulacj¢ translacji (Choi et al., 2009). Dodatkowo w regionie
niekodujagcym mRNA znajduje si¢ tez odcinek wielokrotnego powtorzenia reszty
adenozyny, w pozycjach A83—-A100, co moze by¢ potencjalnym miejscem oddziatywania
z biatkiem PABP (ang. poly(A)-binding protein), uczestniczagcym w procesie poliadenylacji
mRNA (Kuhn & Wahle 2004). Pomimo, iz PABP wigze si¢ glownie do regionu
terminalnego 3', wykazano, ze moze takze wigza¢ si¢ do elementoéw wystepujacych
w regionie 5S'UTR (Wu & Bag 1998; Kulkarni et al., 2011). Przyktadem jest wigzanie si¢
PABP do 5'UTR mRNA insuliny (Kulkarni et al., 2011). Ponadto, PABP1 reguluje swoja
wlasng synteze poprzez wigzanie si¢ do odcinka bogatego w reszty adenozyny w 5'UTR
mRNA (Wu & Bag 1998). To potwierdza, ze biatko PABP potencjalnie moze oddziatywac
z 5'UTR mRNA A133p53.

Analiza efektywnosci syntezy bialek A133p53 i A160p53 wykazata, Zze inicjacja
translacji w warunkach in vitro zachodzi wytacznie z kodonu AUG3 (Rys. 56). Przyczyna
braku produktu biatkowego syntetyzowanego z kodonu AUG4 mogag by¢ ograniczenia
zwigzane z translacja in vitro przeprowadzang w RRL. System ten ma uproszczony sktad
I pozbawiony jest wielu biatek komorkowych. Mozliwe, iz do syntezy izoformy A160p53
wymagane s3 dodatkowe czynniki biatkowe utatwiajace zachodzenie tego procesu,
nieobecne podczas syntezy w warunkach in vitro.

Co ciekawe, opublikowane niedawno wyniki doswiadczen przeprowadzonych
w liniach komorkowych wykazaly, iz translacja zachodzi zarowno z kodonu AUG3 jak

1 AUG4. Mozliwa byta identyfikacja obydwu bialek za pomoca metody Western blot, cho¢
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ich poziom jest bardzo niski (Marcel et al., 2013; Gadea et al., 2016). Jednakze,
sa to nieliczne badania, w ktoérych wykazano wystgpowanie izoform na poziomie
komoérkowym. Glownym czynnikiem limitujacym identyfikacje endogennych izoform
A133p53 oraz A160p53 jest ich niski poziom w komorce, a takze brak handlowo
dostepnych przeciwcial wykorzystywanych w metodzie Western blot. Co wigcej, detekcja
izoform dostepnymi przeciwcialami takze moze by¢ zaburzona przez modyfikacje
potranslacyjne w miejscu epitopu rozpoznawanego przez przeciwciato. Przyktadem jest
obnizenie wigzania przeciwciata DO-1 w wyniku fosforylacji reszty serynowej w pozycji
20 biatka p53, co w konsekwencji uniemozliwia identyfikacj¢ biatka p53 petnej dhugosci
z wykorzystaniem tego przeciwciata (Webley et al., 2000).

W kolejnym etapie zbadano przebieg inicjacji translacji in vitro izoformy A133p53,
w obecnosci wzrastajacego stezenia analogu kapu m’'GpppG (Rys. 57). Spadek
efektywnosci translacji nastgpit dopiero przy st¢zeniu analogu 500 uM. Biorac pod uwage
to, ze przy nizszych st¢zeniach analogu obserwowana jest wzmozona synteza izoformy
A133p53, sugeruje to inicjacje translacji zalezng od IRES. Podobng zalezno$¢ pomiedzy
stezeniem analogu kapu, a synteza biatka obserwowano dla izoformy A40p53
(Gorska et al., 2013a, Rys. 45). Przy niskim st¢zeniu analogu kapu translacja A40p53 byta
wzmozona, natomiast spadek nastapit przy stezeniu powyzej 250 pM. Zardéwno
przedstawione w niniejszej pracy wyniki jak i dane literaturowe sugeruja IRES-zalezny
mechanizm inicjacji  translacji izoformy A40p53 (Candeias et al., 2008;
Gorska et al., 2013a).

Co wigcej, obserwowano, ze wzmozona synteza biatka A133p53 jest silnie zalezna
od obecno$ci warunkéw stresowych w komorce (Arsic et al., 2015; Ji et al., 2015).
Jest to zgodne z danymi literaturowymi na temat elementow IRES, gdyz translacja IRES-
zalezna aktywowana jest w komorkach glownie w  warunkach stresowych
(Leppek et al., 2018).

Aktywnos¢ komorkowych elementow IRES moze takze zaleze¢ od biatek, ktore
stuza jako czynniki ITAF. Ostatnie badania wykazaty, Ze czynniki bialkowe moga
odgrywa¢ wazng role w ekspresji TPS53, dzialajac jako ITAF (Grover et al., 2008;
Swiatkowska et al., 2015). Przyktadami takich bialek s3 PTB, HDM2 oraz RPL26

(Candeias et al., 2008; Grover et al., 2008; Khan et al., 2013). Aktywuja one synteze biatka
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p53 petnej dlugosci poprzez oddziatywanie z elementem IRES, szczegélnie w warunkach
stresowych. Przedstawione przeze mnie wyniki mapowania strukturalnego regionu
terminalnego 5 mRNA A133p53 umozliwily wygenerowanie pierwszego modelu
strukturalnego tego regionu. Model ten stanowi podstawe
do dalszych badan nad poszukiwaniem czynnikoéw ITAF promujacych IRES-zalezng
inicjacje translacji izoform A133p53 i A160p53.
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4. Podsumowanie

Przedstawione przeze mnie wyniki badan wskazuja na niezwykle wazng role
regionow terminalnych 5 mRNA w procesie translacji. Przeprowadzone analizy
efektywnosci syntezy biatek p53 i A40p53, zarbwno w warunkach in vitro jak i w liniach
komorkowych, wykazaly, ze zaburzenie struktury drugorzedowej regionu terminalnego
5" mRNA p53 obniza efektywnos¢ syntezy tych biatek, w szczegdlno$ci w warunkach
stresowych. Dodatkowo analizy wykazujg, ze ustrukturyzowanie tego regionu MRNA
wptywa bardzo istotnie na wydajnos¢ inicjacji translacji. Zaburzenie struktury
drugorzedowej w obrebie regionu nickodujacego 5 mRNA moze zmieniaé sposob
skanowania tego regionu przez rybosomalny kompleks inicjacyjny. Rearanzacje
strukturalne wprowadzone w elementach typu spinki do wtoséw, obecnych w tym regionie,
maja duzy wplyw takze na inicjacje translacji zachodzacg z udziatem elementu IRES.
Co wigcej, mozna przypuszczac, ze mogg roOwniez zmienia¢ powinowactwo wigzacych si¢
biatek, w tym czynnikow ITAF. Przeprowadzone przeze mnie badania potwierdzity,
ze okreslenie struktury drugorzgdowej regionu niekodujacego 5' mRNA p53 jest niezbedne
dla blizszego poznania mechanizmu inicjacji translacji i efektywnos$ci syntezy biatka p53

i jego izoform, co w dalszym etapie pozwoli na blizsze poznanie ich funkcji w komorce.

Rola elementéow strukturalnych regionu terminalnego 5’ mRNA p53 w procesie

translacji analizowana za pomocg oligonukleotydéw antysensowych

Przeprowadzona zostata analiza efektywno$ci syntezy biatek p53 oraz A40p53
w liniach komoérkowych MFC-7, HT-29 1 HepG2 w warunkach stresu komorkowego.
Wykorzystane zostaly oligonukleotydy antysensowe przytaczajace si¢ do istotnych
elementdw strukturalnych regionu terminalnego 5 mRNA p53 takich jak: spinka
U180-A218 oraz fragment jednoniciowy AZ219-U228. Zastosowanie oligomerow
spowodowato znaczne zmiany strukturalne tego regionu mMRNA, €0 zostato potwierdzone
eksperymentalnie za pomocg badan mapowania strukturalnego RNA (Rys. 18 i 19).

W konsekwencji hybrydyzacji oligonukleotydow i zaburzenia struktury drugorzedowe;j
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regionu terminalnego 5" mRNA, efektywno$ci syntezy p53 oraz A40p53 ulegla istotnej
zmianie, w szczegdlnosci w warunkach stresowych. Analizy Western blot wykazaty,
ze zastosowanie oligonukleotydow antysensowych znacznie obnizylo efektywnosc
translacji izoformy A40p53 w komorkach HT-29, w warunkach stresowych,
co prawdopodobnie jest spowodowane zahamowaniem inicjacji translacji przebiegajacej
z udzialem elementu IRES (Rys. 22). Dodatkowo zastosowane oligomery wywotaly
obnizenie wydajnosci syntezy biatka p53 w komodrkach MCF-7, spowodowane przez
zaburzenie struktury drugorzedowej w obrebie regionu U180-U228, co bytlo obserwowane
pod wplywem stresu komorkowego (Rys. 24). Co ciekawe, zastosowane oligomery w linii
komoérkowej HepG2 pod wptywem stresu spowodowaty wzrost syntezy izoformy A40p53,
co jest dowodem na rozplecene struktury drugorzedowej w obrgbie spinki U180-A218
1 ulatwienie przebiegu translacji wedlug mechanizmu zaleznego od elementu IRES
(Rys. 26 i 27).

Badania z zastosowaniem oligonukleotydéw antysensowych wykazaty, ze elementy
strukturalne regionu terminalnego 5 mRNA p53: spinka U180-A218 oraz fragment
jednoniciowy A219-U228 pehnig istotng role w procesie syntezy biatka p53 oraz izoformy
A40p53, zwlaszcza w warunkach translacji przebiegajacej z udzialem elementu IRES.
Obydwa motywy strukturalne moga petni¢ role elementéw CciS, umozliwiajacych
przyltaczenie si¢ biatek petnigcych funkcje czynnikow ITAF i przebieg translacji wedlug

mechanizmu niezaleznego od kapu na koncu 5’ mRNA.

Wplyw wariantow regionu terminalnego 5" mRNA p53 na proces skanowania mRNA

przez rybosom i efektywnos$¢ translacji

Celem kolejnych badan realizowanych w ramach mojej pracy doktorskiej
byto okreslenie zalezno$ci migdzy szybkoscig skanowania mRNA przez kompleks
rybosomalny a strukturg drugorzedowsa regionu terminalnego 5’, dtugosciag tego regionu
oraz kontekstem strukturalnym w obrgbie kodonu inicjacyjnego AUG. Przeprowadzone
zostaly pomiary szybko$ci inicjacji translacji, a takze efektywnosci translacji
z wykorzystaniem systemu genu reporterowego lucyferazy Renilla. Analizom zostaly

poddane warianty sekwencyjne mRNA p53 posiadajgce istotne roznice w obrebie regionu
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terminalnego 5" mRNA (Rys. 32, 33, 34, 35). Wyniki przeprowadzonych pomiaréw czasu
skanowania mRNA przez rybosomalny kompleks inicjacyjny potwierdzity, iz dla
niektorych wariantow czas skanowania regionu terminalnego 5’ mMRNA jest proporcjonalny
do dtugosci tego regionu (Rys. 41). Co wazne, dobranie w pary wariantow roéznigcych si¢
jedynie obecnoscia 113-nukleotydowego regionu PO-P1, umozliwito zilustrowanie wptywu
wydtuzenia regionu terminalnego 5’ na opo6znienie skanowania mRNA przez kompleks
rybosomalny (Rys. 50). Jednakze, co niezwykle istotne, wykazano takze,
ze skanowanie regionu terminalnego 5’ mRNA zalezy rowniez od struktury drugorzedowe;j
w jego obrgbie. Wykazatam bowiem, iz ta sama 113-nukleotydowa sekwencja, lecz
zwijajaca si¢ w odmienng struktur¢ drugorz¢gdowsg, moze by¢ skanowana z rdzng
szybkoscia: 1,4 nt/s, 3 nt/s lub 6,6 nt/s (Rys. 41, 42, Tab. 3, 4). Co wigcej, kolejne analizy
ujawnily, ze czas skanowania mRNA przez rybosom silnie zalezy od kontekstu
strukturalnego, w jakim znajduje sie kodon inicjacyjny AUG. Czas skanowania dla
konstruktu mRNA, w ktérym kodon AUG znajduje si¢ w regionie jednoniciowym byt
istotnie krotszy i wynosit 7 min i 35 s, natomiast dla konstruktu z kodonem
umiejscowionym w strukturze dwuniciowej wynosit on 8 min (Rys. 42, Tab. 4).
Jednoniciowa struktura w obrgbie kodonu inicjacyjnego AUG sprawia, ze region jest
bardziej dostepny dla rybosomu i takze efektywno$¢ translacji ulega znacznemu
zwiekszeniu.

Dodatkowo przeprowadzone zostaly analizy efektywnosci translacji in vitro
przygotowanych wariantow. Zaobserwowano, iz efektywno$¢ translacji znacznie rozni si¢
pomigdzy poszczegdlnymi wariantami 1 silnie zalezy od regionu terminalnego 5" mRNA
(Rys. 36, 37 1 38). Dla wariantu o regionie najkrotszym efektywno$¢ translacji byta okoto
10-krotnie wyzsza niz dla wariantu z najdtuzszym regionem niekodujacym 5’ (Rys. 37 i
38). Dla wariantu, ktorego kodon inicjacyjny AUG znajduje si¢ w jednoniciowej strukturze
efektywnos$¢ byta znacznie wyzsza 1 wynosita ponad 210% efektywno$ci wyznaczonej dla
wariantu wyjsciowego, natomiast dla konstruktu z kodonem AUG w dwuniciowej
strukturze wynosita ona zaledwie 20% (Rys. 36).

Ponadto wusunigcie istotnych elementow strukturalnych regionu terminalnego
5" mRNA p53, spinek G56-C169 oraz U180-A218, istotnic wptyneto nie tylko na

efektywno$¢ translacji oraz czas skanowania, lecz takze na przebieg inicjacji translacji.
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Obydwie zmiany spowodowaly zahamowanie IRES zaleznej inicjacji translacji (Rys. 46).
To oznacza, iz obydwa elementy strukturalne sg niezbedne do prawidlowego przebiegu
translacji wedtug mechanizmu niezaleznego od kapu.

Badania szybkosci skanowania mRNA przez rybosom przeprowadzone
z wykorzystaniem modelowych wariantdw regionu terminalnego 5" mRNA potwierdzity
jak wazna rolg¢ w procesie inicjacji translacji petni struktura drugorzedowa. Wszelkie
zmiany strukturalne wprowadzone w tym regionie skutkowaly znaczng roznicg czasu
skanowania mMRNA przez rybosomalny kompleks inicjacyjny (Rys. 50) oraz zmianami

w efektywnosci translacji.

Badanie struktury drugorzedowej regionu terminalnego 5’ mRNA A133p53 oraz

efektywnosci translacji zachodzacej z kodonow AUG3 i AUG4

W kolejnym etapie moich badan, okreslitam struktur¢ drugorzedowa regionu
terminalnego 5" mRNA A133p53. Przeprowadzone zostaty analizy mapowania struktury
drugorzedowej tego regionu z wykorzystaniem metody SHAPE oraz cigcia mRNA
w obecnosci jondw otowiu (1) (Rys. 52 i 53). Wyniki badan eksperymentalnych zostaty
wprowadzone do programu komputerowego RNAstructure 5.6 i wygenerowany zostat
prawdopodobny model struktury drugorzedowej regionu terminalnego 5' mRNA A133p53
(Rys. 54).

Przeprowadzona zostata takze translacia mMRNA A133p53 w warunkach in vitro
w lizacie z retikulocytow kroliczych. Nieoczekiwanie po przeprowadzonej reakcji
obserwowany byl jeden produkt biatkowy, pomimo wystepowania W MRNA dwoch
kodonoéw inicjacyjnych — AUG3 oraz AUG4 (Rys. 56). W celu okres$lenia, ktory kodon
bierze udziat w translacji, kodon AUG3 dla A133p53 oraz AUG4 dla A160p53 zostaty
kolejno poddane ukierunkowanej mutagenezie. Eksperyment pokazal, ze wiodacym
kodonem start, z ktorego zachodzi translacja w warunkach in vitro jest kodon inicjacyjny
AUG3 dla izoformy A133p53.

Wykonano rowniez analiz¢ przebiegu inicjacji translacji in vitro izoformy A133p53
w obecno$ci wzrastajacego stezenia analogu kapu m’GpppG. Co interesujace, wyniki

sugeruja, iz synteza A133p53 nie ulega silnej inhibicji po dodaniu analogu kapu (Rys. 57).
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Podsumowanie

Spadek efektywnosci translacji nastegpowat dopiero w wysokich stezeniach analogu kapu,
powyzej 500 uM. Sugeruje to, ze w regionie terminalnym 5" mRNA A133p53 moze
znajdowac¢ si¢ element IRES, dzigki ktoremu inicjacja translacji z kodonu AUG3 moze

zachodzi¢ w sposob niezalezny od struktury kapu na koncu 5" mRNA.
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5. Materiaty i metody

5.1. Aparatura

Zestaw do elektroforezy ptytowej S2 — Life Technologies
Zestaw do elektroforezy ptytowej S2001 — Life Technologies
Maty zestaw do elektroforezy ptytowej

Zestaw do elektroforezy Mini-PROTEAN Tetra Cell — Bio-Rad
Zasilacz E833 — Consort

Zasilacz E863 — Consort

Termocykler UNO Il — Biometra

Termocykler T-professional — Biometra

pH-metr Accument BASIC — Fisher Scientific

Wiroéwka 5804R — Eppendorf

Wiréwka 5415D — Eppendorf

Wiréwka 5702 — Eppendorf

Wirowka prozniowa N 840.3 — Labort

Cieplarka do hodowli bakterii — Memmert

Spektrofotometr UV/VIS NanoDrop — Thermo Scientific
Licznik scyntylacyjny Microplate Counter 2450 — Perkin Elmer
Zestaw do wizualizacji zeli UVP2000

Skaner radioaktywnos$ci FLA-5100 — Fuji Film

Suszarka do Zeli Gel Dryer 583 — Bio-Rad

Pompa prézniowa — Laboport

Komora laminarna aura mini — BioAir

Komora laminarna Steril-Bio BAN Compact — Angelantoni Lifescience
Inkubator do hodowli komérkowych — Memmert

Multilabel Reader VICTOR X4 — Perkin Elmer

Aparat do polsuchego transferu bialek TRANS-BLOT SD SEMI-DRY TRANSFER
CELL -Bio-Rad
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5.2. Odczynniki i materiatly

Odczynniki pochodzity z firm Sigma Aldrich, Lab Empire, Invitrogen, Serva, Fluka
lub Bio-Rad. Analogi kapu ARCA (ang. anti-reverse cap analog) oraz trimetylowany
analog kapu m7G(5")ppp(5')G zakupiono w firmach New England Biolabs i Tebubio.
Analog kapuApppG otrzymano dzigki uprzejmosci prof. dr hab. E. Darzynkiewicza z
Zaktadu Biofizyki Instytutu Fizyki Doswiadczalnej Uniwersytetu Warszawskiego.
Odczynnik do detekcji kwaséw nukleinowych w zelach agarozowych Simply Safe zostat
zakupiony w firmie EURX. Substrat dla enzymu Lucyferazy Renilla — Coelenterazine

pochodzit z firmy Promega.

5.2.1. Zwigzki promieniotwoércze

[y*?P] ATP (4000-5000 Ci/mmol) oraz L-[S*] metionina (1000 Ci/mmol) — Hartmann
Analytic

5.2.2. Enzymy

Enzymy restrykcyjne: Xbal, Notl, BamHI, Sall, BsaAl, Csp 451, Xhol i Dpnl, polimerazy
DNA Taq i Pfu, kinaza polinukleotydowa T4, inhibitor rybonukleaz RNasin — Thermo
Scientific, rybonukleaza H— Promega, rybonukleaza A — Sigma Aldrich i Promega,

polimeraza poli(A) — Epicentre Biotechnologies.

5.2.3. Zestawy odczynnikéw

— Zestaw do transkrypcji in vitro Ampli Scribe™ T7, oraz SP6 High Yield Transcription
Kit— Epicentre Biotechnologies

— Zestaw do transkrypcji in vitro TranscriptAid T7 High Yield Transcription Kit — Thermo
Scientific

— Zestaw do transkrypcji in vitro MAXIscript SP6 Transcription Kit — Ambion

— Zestawy do izolacji plazmidowego DNA z komoérek bakterii — Qiagen oraz Bio Basic
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— Zestaw do odwrotnej transkrypcji Super Script 111 i Super Script IV — Invitrogen

— Lizat z retikulocytow krolika, trawiony mikrokokalng nukleazg — Promega

— Zestaw do oczyszczania DNA po reakcjach enzymatycznych i PCR — Gene MATRIX
PCR/DNA Clean-Up Purification Kit — EURX

— Zestaw do oczyszczania RNA po transkrypcji in vitro— GeneJET RNA Purification Kit—
Thermo Scientific

—Zestaw do oczyszczania RNA po transkrypcji in vitro RNA Clean-Up and Concentration
Kit — Norgen BIOTEK CORP.

— Zestaw do mutagenezy Quick Change Site-Directed Mutagenesis Kit — Agilent

— Zestaw do pomiaru aktywnosci lucyferazy Firefly i Renilla Dual Luciferase Reporter
Assay System — Promega

— Odczynnik do izolacji kwasow nukleinowych TRI Reagent — Molecular Research Centre,
Inc.

— Odczynnik do transfekcji komorek Lipofectamine RNAi Max — Invitrogen

— Odczynnik do transfekcji komorek Lipofectamine 2000 — Invitrogen

— Zestaw do detekcji chemiluminescencji w metodzie Western blot — ECL Western

Blotting Substrate — Pierce

5.2.4. Odczynniki do hodowli komoérek ludzkich

—PBS 1x pH 7,4 bez jonéw wapnia i magnezu — BioShop

— Medium do hodowli DMEM z wysoka zawartoscia glukozy — Sigma

— Medium do hodowli McCoy's — Sigma

— Medium do hodowli MEM — Sigma

— Medium do transfekcji OPTIMEM — Gibco

— Medium do hodowli RPMI 1640 — Sigma

— Witaminy MEM — Gibco

— Mieszanina antybiotykow Antibiotic/Antimycotic Solution 100x — Sigma

— Mieszanina aminokwasow endogennych Non-Essential Amino Acids — Gibco
—Trypsyna z EDTA 10x — PAA

— Bydle¢ca surowica ptodowa Fetal Bovine Serum (FBS) — Sigma
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— Medium do zamrazania komorek Recovery Cell Culture Freezing Medium — Gibco
5.2.5. Oligonukleotydy

Wszystkie startery DNA uzyte w toku wykonywania pracy doktorskiej zostaty
zsyntetyzowane w firmie Genomed. Oligonukleotydy antysensowe 2'-O-metylowane
zostaly zakupione w firmie Future Synthesis. 2'-O-metylowany oligomer nr 7b zostat
zsyntetyzowany w Zakladzie Chemii i Biologii Strukturalnej Kwaséw Nukleinowych
Instytutu Chemii Bioorganicznej PAN pod kierownictwem prof. dr hab. R. Kierzka.
Oligonukleotyd nr 7 znakowany barwnikiem fluorescencyjnym FAM zostat zakupiony w

firmie Future Synthesis.
5.2.6. Plazmidy

Plazmid pRL-CMV - Promega
Plazmid pOTB7 TP53 — Transomic

5.2.7. Szczepy bakteryjne

E. coli DH5a— Invitrogen
One Shot TOP10 Chemically Competent E. coli — Invitrogen

5.2.8. Linie komorkowe

— Komorki raka piersi MCF-7 — pochodzace z The European Collection of Authenticated
Cell Cultures, dostarczone dzigki uprzejmosci prof. dr hab. J. W. Krzyzosiaka z Zaktadu
Biomedycyny Molekularnej Instytutu Chemii Bioorganicznej PAN w Poznaniu

— Komorki raka jelita grubego HT-29 — pochodzace z The European Collection of
Authenticated Cell Cultures, dostarczone dzieki uprzejmosci dr M. Swiatkowskiej

z Uniwersytetu Medycznego w Lodzi,
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—Komorki raka watroby HepG2 — zostaly zakupione w The European Collection of
Authenticated Cell Cultures

5.2.9. Przeciwciata

—l-rzedowe przeciwciato PAB1801przeciwko p53 — sc-98 Santa Cruz

—l-rzedowe przeciwciato A3 przeciwko dehydrogenazie aldehydu 3-fosfoglicerynowego
GAPDH Santa Cruz

—l-rzedowe przeciwciato DO-1 przeciwko p53 — sc-126 Santa Cruz

—l-rzedowe przeciwciato SMP14 przeciwko HDM2 — sc-965 Santa Cruz

—l-rzgdowe przeciwciato TU-02 przeciwko o tubulinie — sc-8035 Santa Cruz

—l-rzedowe przeciwciato Anti-Renilla Luciferase antibody przeciwko lucyferazie Renilla —
ab187338 Abcam

— ll-rzgdowe mysie przeciwciato IgG z kozy skoniugowane z peroksydaza chrzanowa —

Pierce

5.2.10. Standardy do oznaczania wielkosci kwaséw nukleinowych i biatek

— Marker do oznaczania masy biatek w zelach denaturujacych z SDS — Spectra Multicolor
Broad Range Protein Ladder
— Marker do analizy wielko$ci fragmentow DNA w zelach agarozowych Gene Ruler DNA

Ladder Mix — Thermo Scientific

5.2.11. Bufory, roztwory i pozywki

Bufor elektroforetyczny 1x TBE
100 mM Tris, 100 mM kwas borowy, 1 mM EDTA, pH 8,3

Bufor elektroforetyczny 1x TAE
40 mM Tris-kwas octowy, 1 mM EDTA, pH 8,0
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Bufor do elektroforezy bialek w warunkach denaturujacych ,,10x Running buffer”
25 mM Tris-HCI pH 8,3, 190 mM glicyna, 0,1% SDS

Bufor do zelu poliakryloamidowego zageszczajacego do elektroforezy bialek

125 mM Tris-HCI, 0,1% SDS, pH 6,8

Bufor do zelu poliakryloamidowego rozdzielajacego do elektroforezy bialek

375 mM Tris-HCI, 0,1% SDS, pH 8,8

Roztwor do dehydratacji zeli poliakryloamidowych do elektroforezy bialek — roztwor
,fixing”

50% metanol, 10% lodowaty kwas octowy

Roztwor do plukania zeli poliakryloamidowych do elektroforezy bialek

7% metanol, 7% lodowaty kwas octowy, 1% glicerol

40% roztwor zelu poliakryloamidowego 29:1 (w/w)

38,66 g akryloamidu, 1,33 g bisakryloamidu, H,O do 100 ml

30% roztwor zelu poliakryloamidowego do elektroforezy bialek 37,5:1 (w/w)

150 g akryloamidu, 4 g bisakryloamidu, H,O do 100 ml

Bufor ,,stop”

7 M mocznik, 20 mM EDTA, 0,02% (w/v) bilekit bromofenolowy, 0,02% (w/v)
ksylencjanol

1x bufor do transferu bialek
47,9 mM Tris Base pH 9,2, 38,9 mM glicyna, 0,038% SDS, 20% metanol

156



Materiaty i metody

10x TBS
200 mM Tris-HCI pH 7,5, 1,5 M NaCl

Bufor Laemmli
62,5 mM Tris-HCI pH 6,8, 2% SDS, 10% glicerol, 50 mM DTT, 0,02% (w/v) bif¢kit

bromofenolowy

Roztwér do denaturacji i obcigzania prébek bialkowych, SSB (ang. SDS sample
buffer)

50 mM Tris-HCI pH 6,8, 10 mM DTT, 2% SDS, 10% glicerol, 0,02% (w/v) bfekit
bromofenolowy

Roztwory obciazajace probki zawierajace RNA lub DNA

— Elektroforeza w zelu poliakryloamidowym w warunkach denaturujacych: 7 M mocznik,
20 mM EDTA, 0,02% (w/v) biekit bromofenolowy, 0,02% (w/v) ksylencjanol

— Elektroforeza DNA w zelu agarozowym:10 mM Tris-HCI pH 7,6, 60% glicerol, 0,02%
(w/v) blekit bromofenolowy, 0,02% (w/v) ksylencjanol, 60 mM EDTA

— Elektroforeza RNA w Zelu agarozowym- roztwor RSB (ang. RNA sample buffer): 50 mM
Tris-HCI pH 7,6, 60% glicerol, 0,02% (w/v) biekit bromofenolowy

Bufor do elucji kwasow nukleinowych z zelu poliakryloamidowego
300 mM octan sodu pH 5,2, 0,1 mM EDTA

10x bufor ,,Reconstitution” do identyfikacji ,,odcisku palca” w RRL
200 mM Tris-HCI pH 7,5, 25 mM octan magnezu, 10 mM DTT, 100 mM KCI
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Pozywki do hodowli bakteryjnych

Pozywka stala LB

5 g peptonu, 2,5 g ekstraktu drozdzowego, 2,5 g NaCl, 7,5 g agaru, 1 ml 1 M NaOH, H,0
do 500 ml

Pozywka plynna LB
5 g peptonu, 2,5 g ekstraktu drozdzowego, 2,5 g NaCl, 1 ml 1 M NaOH, H,O do 500 ml

Antybiotyki

Ampicylina 100 mg/ml H,O

Stezenie koncowe antybiotyku w pozywce do hodowli bakteryjnej wynosito 100 pg/ml
pozywki.

Chloramfenikol 20 mg/ml H,O

Stezenie koncowe antybiotyku w pozywce do hodowli bakteryjnej wynosito 25 pg/ml

pozywki.

5.3. Metody standardowe

5.3.1. Elektroforeza kwaséw nukleinowych w zelu poliakryloamidowym w warunkach

denaturujacych

Metod¢ wykorzystywano do analizy produktoéw cDNA otrzymanych w reakcji
odwrotnej transkrypcji z radioaktywnie znakowanymi starterami, a takze do oczyszczania
oligomeréw DNA po syntezie chemicznej. Stosowano zel poliakryloamidowy
0 usieciowaniu 29:1 (stosunek wagowy akryloamidu do bisakryloamidu) z 7 M
mocznikiem oraz bufor elektroforetyczny 1x TBE. Procentowo$¢ zelu wynosita 8%. Probki
obcigzano roztworem 7 M mocznika z barwnikami elektroforetycznymi w stosunku 1:1.
Kazda elektroforeze poprzedzata preelektroforeza prowadzona przy natezeniu pradu
10 mA, az do ustalenia parametréw pragdowych. Podczas rozdziatu elektroforetycznego
stosowano natezenie pradu 20 mA (zel 20x20 cm) lub 40 mA (zel 30x40 cm).

Do wizualizacji wynikdw  wykorzystywano:  autoradiografi¢ po  znakowaniu
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radioizotopowym, wygaszanie $wiatta UV po oczyszczaniu oligomerow DNA po syntezie
chemicznej, ekrany odwzorowujace po rozdziale elektroforetycznym produktéw reakcji

odwrotnej transkrypcji z radioaktywnie znakowanym starterem DNA.

5.3.2. Elektroforeza czasteczek DNA i RNA w zelu agarozowym

Elektroforeze¢ DNA w zelu agarozowym stosowano do analizy fragmentdéw
otrzymanych metodag PCR, a takze do sprawdzania poszczegoélnych etapow konstrukcji
wektorow, oraz efektywnosci ich trawienia enzymami restrykcyjnymi. W zaleznosci od
dhugos$ci rozdzielanych fragmentéw stosowano 1-2% (w/v) zel agarozowy z bromkiem
etydyny (0,1 pg/ml), a jako bufor elektroforetyczny stosowano 1x TBE. Probki DNA
obcigzano roztworem do obcigzania probek DNA, w stosunku 6:1. Elektroforeze
prowadzono w temperaturze pokojowej przy staltym natgzeniu pradu 60 mA. DNA
obserwowano w §wietle UV.

Elektroforeze¢ RNA w zelu agarozowym stosowano do analizy jako$ciowe]
modelowych mRNA, otrzymanych metoda transkrypcji in vitro. Stosowano 1% (w/v)
zel agarozowy 1 bufor elektroforetyczny 1x TAE. Probki obcigzano roztworem RSB,
w stosunku 10:1 z dodatkiem bromku etydyny (50 pg/ml). Jako czynnik denaturujacy
stosowano dejonizowany formamid, ktorego koncowe st¢zenie wynosito 60%. Przed
natozeniem materiatu do kieszonek w zelu, przeprowadzano denaturacj¢ probek przez
5 minut w temperaturze 95°C, po czym przenoszono je na 10 minut do lodu. Elektroforeze
prowadzono w temperaturze 4°C przy statym nate¢zeniu pradu 40 mA. RNA obserwowano

w $Swietle UV.

5.3.3. Elektroforeza biatek w zelu poliakryloamidowym w warunkach denaturujgcych

Metode stosowano do rozdziatu produktow po translacji in vitro oraz lizatu
biatkowego z komorek MCF-7, HT-29 1 HepG2 transfekowanych oligonukleotydami
antysensowymi. Zel biatkowy sktadat sie z dwoch warstw roznigcych sie procentowoscia
1 wartoscig pH. Stosowano 5% zel zageszczajacy pH 6,8 1 15% zel rozdzielajacy pH 8,8,
przy czym obydwa zawieraly 0,1% SDS jako czynnik denaturujacy. Przed elektroforeza,
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probki obcigzano 25 pl roztworu SSB i denaturowano 3 minuty w 95°C. Probki zwirowano,
pobierano 5 pl i naktadano bezposrednio do kieszonek w zelu. Nat¢zenie pradu podczas
migracji biatek w warstwie zelu zageszczajgcego wynosito 15 mA, a w warstwie zelu
rozdzielajacego 30 mA.

Zele zawierajace produkty bialkowe otrzymane w reakcji translacji in vitro,
zawierajace wbudowang L-[S*] metioning, umieszczano na 30 minut w roztworze ,, fixing”’
z jednoczesnym delikatnym mieszaniem. Nastepnie, zel przenoszono do roztworu
zawierajacego 7% metanol, 7% lodowaty kwas octowy, 1% glicerol i inkubowano 5 minut.
Tak przygotowane zele przenoszono na bibule Whatman 3 MM i suszono 45 minut
w temperaturze 65°C. Wyniki elektroforezy wizualizowano z wykorzystaniem ekranow

odwzorowujacych (Fuji Film).
5.3.4. Elucja kwasoéw nukleinowych z zelu poliakryloamidowego

Po elektroforezie prazki odpowiadajace oligomerom DNA wizualizowano w $wietle
UV. Wyciete pasma zelu inkubowano w buforze do elucji przez 3 godziny w temperaturze

pokojowej z okresowym wytrzagsaniem, wynoszacym 850 rpm.
5.3.5. Wytracanie kwaséw nukleinowych z roztworu

Oligomery DNA, fragmenty DNA, cDNA oraz RNA stracano w obecnosci 300 mM
octanu sodu pH 5,2 dodajac 3 objetosci 96% etanolu. Probki stracano przez 10 minut
w suchym lodzie lub w temperaturze -20°C przez noc. Czgsteczki RNA wytrgcano
w obecnosci glikogenu, ktorego koncowe stezenie wynosito 20 pg/ml. Po stracaniu, probki
wirowano przez 25 minut przy 14000 rpm w temperaturze 4°C. Supernatant usuwano, a
osad suszono i rozpuszczano w sterylnej wodzie.

Stezenie kwasu nukleinowego w probce oznaczano na podstawie pomiardw
absorpcji przy diugosci fali A = 260 nm, z wykorzystaniem spektrofotometru NanoDrop.
Stosowano nastepujace przeliczniki: sSRNA: 1Azs/ml = 33ug/ml, ssDNA: 1Az/ml =
33ug/ml, dsDNA: 1Azs0/ml = 50ug/ml.
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5.3.6. Ekstrakcja fenolem

Procedure wykorzystywano do oczyszczania produktow reakcji PCR, wektorow
DNA po reakcji trawienia enzymami restrykcyjnymi, a takze do izolacji RNA z RRL po
reakcji inhibicji odwrotnej transkrypcji tzw. metoda ,,odcisku palca”. Probke zawierajgca
DNA lub RNA wytrzasano 2 minuty z jedng objgtoscia fenolu (nasyconego buforem TE,
pH 8,0 dla DNA i pH 4,5 dla RNA) w temperaturze pokojowej i wirowano 1 minutg przy
10000 rpm w celu oddzielenia faz. Nastgpnie, aby usuna¢ resztki fenolu, do zebranej fazy
wodnej dodawano jedng objetos¢ mieszaniny chloroform/alkohol izoamylowy w stosunku
24:1 (v/v) 1 wytrzasano 1 minut¢ w temperaturze pokojowej, po czym wirowano 1 minutg

przy 10000 rpm, zbierano faze wodng i wytragcano osad.
5.3.7. Znakowanie kwas6w nukleinowych na korncu 5' izotopem **P

Mieszanina reakcyjna zawierata 10-20 pmoli RNA z wolng grupa hydroksylowa
na koncu 5’ lub 100 pmoli oligomeru DNA, 2 pul [y-*P] ATP o aktywnosci 4000-5000
Ci/mmol, bufor reakcyjny (50 mM Tris-HCI pH 7,6, 10 mM MgCl,, 5 mM DTT, 0,1 mM
spermidyna) oraz 10 U T4 kinazy polinukleotydowej. Przed reakcja przeprowadzano
denaturacj¢ RNA przez 2 minuty w temperaturze 100°C, a nastgpnie probke schtadzano
przez 10 minut w lodzie. Po dodaniu enzymu reakcje prowadzono przez 30 minut
w temperaturze 37°C. Znakowane oligomery DNA (Tab. 7) oczyszczano w 8% zelu
poliakryloamidowym w warunkach denaturujacych, wizualizowano przez autoradiografie,
wycinano z zelu, eluowano, strgcano, wirowano i1 suszono. Natomiast znakowane
czasteczki RNA oczyszczano z wykorzystaniem zestawu RNeasy Min Elute Cleanup Kit
firmy Qiagen lub Clean-Up and Concentration Kit firmy Norgen. Poziom radioaktywnosci

wyznakowanych czgsteczek mierzono za pomocg licznika scyntylacyjnego.
5.3.8. I1zolacja RNA za pomocga odczynnika TriReagent

Odczynnik TriReagent stosowano do izolacji catkowitego RNA z koméorek MCF-7
po transfekcji oligonukleotydami antysensowymi. Do mieszaniny reakcyjnej dodawano
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wodg¢ do objetosci 50 pl oraz 300 pl odczynnika TriReagent, natomiast komorki rosnace
w monowarstwie zalewano bezposrednio 300 ul odczynnika TriReagent i inkubowano
5 minut w temperaturze pokojowej. Nastgpnie dodawano 60 pl chloroformu, wytrzasano
przez 15 sekund i ponownie inkubowano 10 minut w temperaturze pokojowej.
Mieszaning wirowano przez 15 minut w temperaturze 4°C przy 12000 x g. Nastepnie do
zebranej fazy wodnej dodawano 150 pl izopropanolu i 0,5 pl glikogenu i inkubowano
10 minut w temperaturze pokojowej. Po wirowaniu 10000 x g, w 4°C przez 10 minut z fazy
wodnej wytrgcano osad, ktory przemywano 50 ul 75% etanolu i odwirowywano przez

10 minut w temperaturze 4°C przy 7500 x g. Wysuszony osad rozpuszczano w wodzie.

5.3.9. Hodowla ludzkich komoérek nowotworowych

Ludzkie komorki raka piersi MCF-7 hodowano w medium DMEM z wysoka
zawartoscig glukozy 4,5 g/L, komorki raka jelita grubego HT-29 hodowane byly w medium
McCoy's, natomiast komorki raka watroby HepG2 hodowane byly w medium MEM. Do
mediow dodawano mieszaning aminokwasow endogennych, mieszaning antybiotykow i
antymykotykéw zawierajacg 100 U/ml penicyliny G, 0,1 mg/ml siarczanu streptomycyny i
0,25 mg/ml amfoterycyny B oraz bydleca surowice ptodowa FBS, ktorej koncowe stezenie
wynosito 10%. Do medium DMEM dodawano glutaming do koncowego stezenia 2 mM.
Natomiast medium RPMI uzupetniano o mieszaning witamin. Hodowl¢ prowadzono w
37°C w 5% CO,. Komoérki pasazowano 2-3 razy w tygodniu w stosunku 1:2 lub 1:4.

Hodowlg prowadzono maksymalnie do 20 pasazu.

5.4. Metody stosowane w badaniach wiasnych
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5.4.1. Przygotowanie modelowych konstruktéow dsDNA zawierajacych warianty regionu

terminalnego 5' mRNA p53 czlowieka

5.4.1.1. Otrzymywanie insertéw dsDNA

Tabela 6. Lista starteréw wykorzystanych do syntezy dsDNA.

Nazwa Sekwencja nukleotydowa 5’ — 3’ Nazwa czasteczki
startera syntetyzowanej
F(A57) GGCTAGAGCCACCGUCCAGGGAGCAGGTAGCTGCT P1-A40p53(A57)
GGGCTCCGGGGACACTTTGCGCTTTCCACGAC
R(A57) CTCAGAGGGGCTCCTCCATGGCAGTGACCGGGAAG P1-A40p53(A57)
CGTGTCACCGTCGTGGAAAG
F(A57)2 CTTTCCACGACGGTGACACGCTTCCCGGTCACTGCC P1-A40p53(A57)
ATGGAGGAGCCCCTCTGAG
R(A57)2 CATTGCTTGGGACGGCAAGGGGGACAGAACGTTGTTTTCAGGA P1-A40p53(A57)
AGTAGTTTCCATAGGTCTGAAAATGTTTCCTGACTCAGAGGGGGC
F(L) GGCTGGGAGCGTGCTTAAGCCGACGGTGACACGCTT P1- A40p53(L)
R(L) AAGCGTGTCACCGTCGGCTTAAGCACGCTCCCAGCC P1- A40p53(L)
F(S) CGTGCTTTCCATGGCGGTGACACGCTTC P1-A40p53(S)
R(S) AAGCGTGTCACCGCCATGGAAAGCACG P1-A40p53(S)
F(gUG2) TGCCGTCCCAAGCAGTGGATTCGAAAGTT P1-A40p53(gUG2),
P0-A40p53(gUG2)
R(gUG2) AAACTTTCGAATCCACTGCTTGGGACGGCAA P1-A40p53(gUG2),
P0-A40p53(gUG2)
F224A CTTCCTGAAAACACGTTCTGTCC P1-A40p53(AA224)
R224A GGACAGAACGTGTTTTCAGGAAG P1-A40p53(AA224)
FA133p53 CCTGCCCTCAACAAGCTATTTTGCCAACTGGCC A133p53(cua)
(cua)
RA133p53 GGCCAGTTGGCAAAATAGCTTGTTGAGGGCAGG A133p53(cua)
(cua)
FA160p53 GCGTCCGCGCCCTAGCCATCTACAAGCAG A160p53(cua)
(cua)
RA160p53 CTGCTTGTAGATGGCTAGGGCGCGGACGC A160p53(cua)
(cua)

Modelowe konstrukty dsDNA: P0-p53, P0O-p53, P0-A40p53, P1-A40p53, p53-554
oraz Hp53-554 zostaly otrzymane w Zakladzie Biochemii RNA przez dr Agnieszke

Gorska.

Matryce dsDNA dla konstruktu P1-A40p53(A57) otrzymano nastepujgco: do

syntezy czasteczki zastosowano dwa oligomery DNA, posiadajagce komplementarne do
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siebie sekwencje: F(A57) oraz R(A57) (Tab.6). Przeprowadzono reakcj¢ PCR, ktora
zawierata: 200 uM starteréw F 1 R, 75 mM Tris-HCI pH 8,8, 20 mM (NH,4),SO4, 0,01%
Tween 20, 0,2 mM kazdego dNTP, 1,5 mM MgCl, i 30 U/ml polimerazy Taq. Reakcje
rozpoczeto od 2 min denaturacji w 95°C a nastepnie prowadzono przez 8 cykli: 30 s
w 95°C, 30 s w 72°C i 1 min w 72°C, po czym nastepowalo koncowe wydtuzanie w przez
5 min w 72° C. Produkt reakcji oczyszczono przy uzyciu zestawu Gene MATRIX
PCR/DNA Clean-Up Purification Kit (Eurx), a otrzymany DNA wykorzystany zostat jako
matryca do nastepnej reakcji PCR, z uzyciem starteréw: F(A57)2 oraz R(A57)2 (Tab 6.).
Stezenie matrycy w reakcji wynosito 3 nM, stezenie starterow réwne bylo 0,25 mM,
stezenia pozostalych skladnikow reakcyjnych byly takie same jak opisano powyzej.
Warunki PCR roéwniez byly takie same jak opisano powyzej. Po oczyszczeniu insertu
dsDNA przystapiono do reakcji ligacji z wektorem plazmidowym pRL-CMV (Promega)
stosujac ligazg¢ DNA T4 (Thermo Scientific), zgodnie z protokolem producenta.

W celu otrzymania wariantu dsDNA dla konstruktu P1-A40p53(AHDM?2)
zamowiono insert dSDNA AHDM?2 zawierajacy sekwencje promotorowa dla polimerazy
T7:
S’AAGTCTAGAGCCACCGTCCAGGGAGCAGGTAGCTGCTGGGCTCCGGGGACAC
TTTGCGTTCGGGCTGGGAGCGTGCTTTCCACGACGGTGACACGCTTCCCTGGAT
TGGCAGCCAGACTGCCTTCCGGGTCACTGCCATGGAGGAGCCGCAGTCAGATC
CTAGCGTCGAGCCCCCTCTGAGTGAAAACAACGTTCTGTCCCCCTTGCCGTCCC
AAGCAATGGATTCGAATAG 3".

Przeprowadzono enzymatyczne cigcie wektora plazmidowego pRL-CMV, niosgcego insert
P1-A40p53, enzymami restrykcyjnymi Xbal i Csp 451. Nastgpnie insert dsSDNA AHDM2
ligowany byt z wektorem pRL-CMV.

Czasteczke dsDNA A133p53 otrzymano poprzez zamoOwienie insertu dsDNA,
stanowigcego region nieckodujacy S'mRNA A133p53 wraz z sekwencja promotorowa dla
polimerazy Spé6:
5TGGTACGTCGACCATACGATTTAGGTGACACTATAGTGAGGCCAGGAGATGG
AGGCTGCAGTGAGCTGTGATCACACCAGTGTGCTCCAGCCTGAGTGACAGAGC
AAGACCCTATCTCAAAAAAAAAAAAAAAAAAGAAAAGCTCCTGAGGTGTAGA

CGCCAACTCTCTCTAGCTCGCTAGTGGGTTGCAGGAGGTGCTTACGCATGTTTG
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TTTCTTTGCTGCCGTCTTCCAGTTGCTTTATCTGTTCACTTGTGCCCTGACTTTCA
ACTCTGTCTCCTTCCTCTTCCTACAGTATATG 3’

Wariant otrzymano poprzez enzymatyczne cigcie wektora plazmidowego pOTB?7,
niosgcego insert mRNA p53, enzymami Sall i BsaAl, z ktorego wycieto sekwencje
odpowiadajacg czterem pierwszym egzonom. Nastepnie insert A133p53 ligowano z

przygotowanym wektorem.

5.4.1.2. Ukierunkowana mutageneza

Wykorzystane w niniejszej pracy konstrukty dsDNA: P1-A40p53(S),
P1-A40p53(L), P0O-A40p53(gUG2), P1-A40p53(guUG2), P1-A40p53(AA224),
A133p53(cua) oraz A160p53(cua) otrzymano z wykorzystaniem techniki ukierunkowanej
mutagenezy poprzez przeprowadzenie PCR z odpowiednio dobranymi starterami
niosgcymi mutacje, oznaczonymi na poczatku nazw litera F (ang. primer forward) i R (ang.
primer reverse). Sekwencje starterow uzytych w reakcji zostaty przedstawione w tabeli 6.
Konstrukty w formie dsDNA stanowily matryce w reakcji transkrypcji in vitro w celu
uzyskania modelowych mRNA. Matryce do reakcji PCR dla wariantow dsDNA: P1-
A40p53(S), P1-A40p53(L), P1-A40p53(gUG2), P1-A40p53(AA224), stanowit konstrukt ds
DNA P1-A40p53. Dla dsDNA P0-A40p53(gUG2) matrycg byt PO-A40p53, natomiast dla
A133p53(cua) oraz A160p53(cua) matrycowym dsDNA byt konstrukt A133p53.

Reakcja PCR zawierata: 0,5 ng matrycy dsDNA, 75 uM startera F i R, 0,2 mM
kazdego ANTP, 20 mM Tris-HCI pH 8,8, 10 mM KCI, 10 mM (NH,4)2SO4, 2 mM MgSQy,
0,1% Triton X-100, 0,1 mg/ml BSA i 1,5 U polimerazy Pfu. Reakcje ze starterem
F i starterem R przeprowadzono oddzielnie, lecz w tych samych warunkach:
95°C — 2 minuty 1 10 cykli: 95°C-50 s, 60°C—-50 s, 68°C—16 minut, po czym nastgpowato
koncowe wydtuzanie w 68°C przez 7 minut. Nastepnie potaczono dwie reakcje, dodano
1,5 U polimerazy Pfu i reakcj¢ PCR przeprowadzono w takich samych warunkach jak
powyzej, przez 20 cykli. Nastepnie produkty po reakcji byty oczyszczone na kolumienkach
EURX.

5.4.1.3. Trawienie insertow dsDNA oraz wektora plazmidowego enzymami restrykcyjnymi
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Trawienie enzymami restrykcyjnymi stosowano do przygotowywania czasteczek
dsDNA w celu klonowania do plazmidow pRL-CMV oraz pOTB7, jak roéwniez do
linearyzacji plazmidow przed transkrypcja in vitro. Stosowano rézne enzymy restrykcyjne,
dobrane w zaleznos$ci od czasteczki dsDNA 1 pozadanego miejsca cigcia. Mieszanina
reakcyjna zawierala od 1 do 2 pg dsDNA, handlowo dostgpny bufor o skladzie
dostosowanym do kazdego enzymu, 20 U enzymu restrykcyjnego. Reakcje prowadzono
przez 40 minut — 6 godzin w temperaturze 37°C, po czym usuwano enzym za pomocg
ekstrakcji fenolem. DNA stracano etanolem, probki wirowano i osad rozpuszczano
w sterylnej wodzie. W celu usunigcia niezmutowanej matrycy do mieszaniny reakcyjnej

dodano 10 U Dpnl i inkubowano w 37°C przez 1 godzing.

5.4.1.4. Ligacja insertéw dsDNA z plazmidem

Czasteczki dsDNA odpowiadajace wariantom regionu terminalnego 5" mRNA p53
cztowieka stanowily inserty, ktore po trawieniu enzymami restrykcyjnymi mieszano
z trawionym odpowiednio plazmidem w stosunku molowym 3:1. Dodawano handlowo
dostepny bufor dla T4 DNA ligazy oraz 5 U T4 DNA ligazy. Reakcj¢ prowadzono przez 30
minut w temperaturze 22°C. Mieszaning reakcyjng bez oczyszczania transformowano

komorki E.coli.

5.4.1.5. Transformacja komdrek E.coli

Plazmidowy DNA wprowadzano do komorek kompetentnych E. coli DH50 metoda
szoku cieplnego. Komorki kompetentne rozmrazano w lodzie przez 30 minut. Naste¢pnie,
dodawano 5 pl mieszaniny ligacyjnej i inkubowano 30 minut w lodzie. Zawiesing
bakteryjng umieszczano na 30 sekund w temperaturze 42°C, po czym przenoszono
na 2 minuty do lodu, dodawano 250 pl pozywki LB i komoérki hodowano przez 1 godzing
w temperaturze 37°C z wytrzasaniem (200 rpm). Komoérki bakteryjne (50 pl)
rozprowadzano na powierzchni szalek z pozywka LB 1 ampicyling. Hodowle prowadzono
przez 16 godzin w temperaturze 37°C. Bakterie pochodzace z pojedynczej kolonii
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zawieszano w 8 ml pozywki LB z ampicyling i inkubowano przez 8 godzin w temperaturze
37°C  z  wytrzasaniem przy 240 rpm. Izolacj¢ plazmidu prowadzono
z wykorzystaniem komercyjnego zestawu odczynnikéw firmy Qiagen lub Bio Basic.
Otrzymane plazmidy sekwencjonowano w Pracowni Sekwencjonowania DNA i Syntezy
Oligonukleotydow Instytutu Biochemii i Biofizyki PAN w Warszawie lub w firmie
Genomed.

5.4.2. Transkrypcja in vitro

Wszystkie analizowane czasteczki mRNA otrzymano przy uzyciu zestawow do
transkrypcji: AmpliScribe™ T7, and SP6 High Yield Transcription Kit zgodnie z
wytycznymi producenta. Jako matryce stosowano czasteczki dSDNA otrzymane w reakcji
PCR lub plazmidy uprzednio poddane linearyzacji. Mieszanina reakcyjna zawierata 0,5-1
pug matrycowego dsDNA, bufor transkrypcyjny, 7,5 mM mieszaning NTP, 20 mM DTT
oraz 2 pl polimerazy RNA. Reakcj¢ prowadzono przez 2—4 godziny w temperaturze 37°C.
Nastepnie, dodawano 1 U DNazy I i inkubowano 10 minut w temperaturze 37°C.
Transkrypty oczyszczano z wykorzystaniem zestawu Clean-Up and Concentration Kit
firmy Norgen lub GeneJET RNA Purification Kit— Thermo Scientific. Otrzymane
transkrypty rozdzielano w zelu agarozowym w obecnosci buforu 1x TAE w celu analizy
jakosciowej.

W reakcjach majacych na celu otrzymanie mRNA z wbudowanym na koncu
5" analogiem kapu ARCA i ApppG, dodawano analog do kofcowego stezenia 3 mM

obnizajac jednoczesnie st¢zenie GTP do 0,75 mM.

5.4.3. Doswiadczenia wykonywane w lizacie z kréliczych retikulocytéw (RRL)

5.4.3.1. Translacja in vitro

167



Materiaty i metody

Wszystkie reakcje translacji in vitro prowadzono w RRL wedlug zalecen
producenta (Promega). Produkty reakcji analizowano z wykorzystaniem elektroforezy
w zelu poliakryloamidowym w warunkach denaturujgcych. Przed reakcjag, mRNA
inkubowano 3 minuty w temperaturze 65°C i przenoszono na 16d. Mieszanina reakcyjna
zawierata 2,5 pmola modelowego konstruktu mRNA, 17,5 ul RRL, 20 uM mieszaning
aminokwaséw (bez metioniny), 1 pl L-[S*] metioniny (1000 Ci/mmol), 40 U inhibitora
rybonukleaz 1 wod¢ do koncowej objetosci 25 ul. Reakcje prowadzono 90 minut
w temperaturze 30°C, po czym przenoszono do lodu. W celu degradacji mRNA, do 5 ul
mieszaniny reakcyjnej dodawano rybonukleaz¢ A do koncowego stezenia 0,2 mg/ml
I inkubowano przez 5 minut w temperaturze 25°C. Nastepnie, dodawano 20 ul roztworu
SSB. Produkty reakcji analizowano elektroforetycznie w 15% zelu poliakryloamidowym.
Bezposrednio przed elektroforeza, proby denaturowano przez 2 minuty w temperaturze
80°C. Wizualizacja produktow odbywata si¢ na drodze autoradiografii, z wykorzystaniem
analizatora obrazu FLA 5100W.

W przypadku reakcji translacji in vitro z wolnym analogiem kapu koncowe stgzenie
m7G(5)ppp(5")G w reakcji wynosito 5-750 puM. Przed dodaniem mRNA mieszaning
reakcyjng inkubowano w obecnos$ci analogu kapu i rownomolowych ilo$ci octanu magnezu

przez 15 minut w temperaturze 30°C.
5.4.3.2. Analiza kompleksow rybosomalnych 48S i 80S w RRL, tzw. metoda ,,odcisk palca”

Tworzenie kompleksow rybosomalnych 48S i 80S na mRNA P1-A40p53(S),
P1-A40p53(L), P1-A40p53(AHDM2) oraz P1-A40p53(A57) analizowano przeprowadzajgc
reakcj¢ inhibicji odwrotnej transkrypcji w RRL tzw. metoda ,,odcisku palca”. W celu
otrzymania ,,odcisku palca” dla kodonow AUG1 oraz AUG2 wykorzystano starter DNA
Rluc330 (Tab. 7) hybrydyzujacy do sekwencji kodujacej lucyferaze Renilla oraz procedure
opisang przez Dmitriev 1 wsp. (Dmitriev et al., 2003). Mieszanina reakcyjna zawierala 7,
14 ul RRL, 10 U inhibitora rybonukleaz oraz 13 mM octan magnezu. W reakcji kontrolnej
lizat zastapiono rowna objetoscia wody. Aby zatrzymaé¢ kompleksy rybosomalne 48S i 80S,
RRL traktowano cykloheksimidem o koncowym stezeniu 1mg/ml lub réwna objetos¢ wody

dla reakcji kontrolnej.
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Wszystkie proby inkubowano przez 5 minut w temperaturze 30°C. Nastgpnie
do mieszaniny dodawany byt 1 pmol mRNA zawierajacy kap na koncu 5. Po 20 minutowej
inkubacji w temperaturze 30°C, do kazdej reakcji dodawano okoto 5 pl startera DNA
znakowanego izotopem *?P na koncu 5’ i 8 ul mieszaniny do odwrotnej transkrypcji
RT-MIX zawierajacej 0,6 pul 320 mM MgOAcC,, 1 pl 10 mM dNTP, 1 pl 10x buforu
Reconstitution, 4,9 ul wody i 5 U odwrotnej transkryptazy Super Script Ill. Reakcja
odwrotnej transkrypcji przebiegata przez 10 minut w temperaturze 30°C.

Otrzymane cDNA oczyszczano poprzez ekstrakcje fenolem 1 mieszaning
chloroformu z alkoholem izoamylowym oraz stragcano za pomocg etanolu. Produkty reakcji
analizowano w 8% zelu poliakryloamidowym, w warunkach denaturujacych. Przed
natozeniem na zel probki denaturowano przez 2 minuty w temperaturze 95°C w 7 M

moczniku z barwnikami elektroforetycznymi.

5.4.3.3. Pomiar aktywnosci lucyferazy z wykorzystaniem systemu genu reporterowego

lucyferazy Renilla

Translacja w czasie rzeczywistym zostala przeprowadzona w mieszaninie
zawierajacej 17,5 ul RRL (Promega), 20 uM mieszaniny aminokwasow bez metioniny,
20 pM mieszaniny aminokwaséw bez leucyny, 10 U inhibitor rybonukleaz RNasin
(Thermo Scientific) i 25 uM koelenterazyny (Promega) w koncowej objetosci 25 pul.
Do roztworu dodano 1,25 pmol mRNA zawierajagcego 5’ kap, uprzednio poddanego
denaturacji przez 5 minut w 65°C. Probki umieszczono w spektrofotometrze Victor 4
(Perkin Elmer), ktory utrzymywat temperature 30°C. Intensywnos$¢ luminescencji mierzono
co 8 sekund przez 1 s i 140 takich pomiarow zostato wykonanych.

Wyznaczenie catkowitego czasu translacji wykonano z pomocg dr tukasza
Popendy stosujac program komputerowy Mathematica 8.0 (Wolfram Research, Inc.,
Champaign, 11, USA) metoda analizy maksimum drugiej pochodnej w sposob zblizony do
metody opisanej przez Vassilenko i wspolpracownikow (Vassilenko et al., 2011). W celu
zmniejszenia efektu wzmocnienia sygnatu szumu zarejestrowane w eksperymencie

Kinetyczne profile sygnatu luminescencyjnego zostalty w pierwszej kolejnosci dopasowane
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funkcja wielomianowa, a nastepnie obliczono dla niej pierwsza i druga pochodng w celu

wyznaczenia jej maksimum odpowiadajgcemu catkowitemu czasowi translacji.
Przyktadowe dane otrzymane w trakcie pomiaréw aktywno$ci luminescencji

lucyferazy w czasie rzeczywistym, uzyskane przy uzyciu metody translacji in vitro w RRL

z wykorzystaniem genu reporterowego lucyferazy Renilla dla konstruktu PO-A40p53
pokazano na rysunku 58.
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Rysunek 58. Dane aktywnosci luminescencyjnej uzyskane przy uzyciu metody translacji in vitro w RRL
z wykorzystaniem genu reporterowego lucyferazy Renilla w funkcji czasu reakgcji. Intensywnos¢ sygnatu odzwierciedla
wydajnos¢ translacji z konstruktu PO-A40p53. Nagly wzrost intensywnosci sygnatu luminescencji pomiedzy 6-t3 a 8-ma
minutg czasu reakcji odpowiada pojawieniu sie aktywnosci lucyferazy, wskutek zakonczenia syntezy biatka, ktéra ma

miejsce po wszystkich etapach syntezy, tj. inicjacji, elongacji i terminacji. Czas ten definiowany jest mianem sredniego
czasu translacji.

W przypadku danych uzyskiwanych bezposrednio w pomiarach mozna obserwowac
szum, ktory moze by¢ spowodowany zardéwno czynnikami aparaturowymi jak 1 czynnikami
zZwigzanymi z przebiegiem samego eksperymentu. Konwencjonalne techniki
numerycznego obliczania drugiej pochodnej powoduja znaczne wzmocnienie wszelkich
szumow 1 znieksztalcen obecnych w danych pomiarowych, co powoduje, ze wyniki sa
czesto nieczytelne. Zastosowanie technik redukcji szuméw na danych przed
rozniczkowaniem lub po nim moze z kolei prowadzi¢ do niezadowalajacych wynikow,
a zatem w przypadku danych obarczonych bledem ich wcze$niejsze przyblizenie funkcja

analityczng wydaje si¢ znacznie bardziej efektywne. Dla przyktadu podanego na rysunku
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58 stosunek sygnalu do szumu jest akceptowalny. Jednak intensywnos$¢ sygnatu
luminescencji nie jest tak duza w przypadku wszystkich zarejestrowanych danych co
skutkuje w takich sytuacjach znacznie wyzszym poziomem szumow.

Procesy fizyczne i chemiczne reprezentowane przez zbiory danych
eksperymentalnych moga by¢ wyrazane lub przyblizone za pomocg funkcji matematyczne;.
Jes$li istnieje teoretyczny model danego zjawiska to do reprezentowania danych
pomiarowych mozna uzy¢ odpowiedniej funkcji matematycznej. W sytuacji braku
zalezno$ci wyrazonej wzorem mozna probowacé zastosowaé przyblizenie numeryczne w
postaci zalozen funkcji trygonometrycznych, logarytmicznych, wyktadniczych lub
wielomianowych, tak aby osiggnac¢ najbardziej maksymalne przyblizenie. Sposrod wielu
funkcji, testowanych w omawianym zagadnieniu przed wlasciwg analiza, najlepiej
przyblizata dane eksperymentalne funkcja wielomianowa. Wielomiany sa jedna
z wazniejszych a jednoczesnie naleza do najprostszych klas funkcji analitycznych,
bedacych najodpowiedniejszym wyborem w wielu zastosowaniach.

Roéwnanie opisujace ogolng posta¢ funkcji wielomianowej mozna przedstawi¢ w sposob

nastepujacy:

n
f(x) = apx® + ayx* + ax? + -+ a,x™ = Z a;x! 1)
i=0

gdzie ap, ai, az, ... ap sg wspotczynnikami wielomianu, a wspotczynnik n zwany jest
stopniem wielomianu. W pierwszym etapie analizy eksperymentalnych profili
kinetycznych sygnatu luminescencyjnego do ich aproksymacji uzyto funkcji L(t) w postaci
funkcji wielomianowej f(x) (1), ze stopniem wielomianu n = 17 (Rys. 59). Stopien n funkcji
wielomianowej zostal tak dobrany, aby uzyska¢ najlepsza zbiezno$¢ z danymi
eksperymentalnymi, za$ czynnikiem decydujacym o jakosci dopasowania byt wspotczynnik

determinacji R.
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Rysunek 59. Aproksymacja danych eksperymentalnych (czerwone punkty) sygnatu luminescencyjnego zmierzonego
dla konstruktu P0-A40p53 funkcjg wielomianowg L(t) (niebieska linia).
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Rysunek 60. Pierwsza pochodna L'(t) funkcji wielomianowej L(t) przedstawionej na rysunku 59.

W kolejnych dwoéch etapach funkcja wielomianowa L(t) wcze$niej aproksymowana
do krzywej luminescencji byta rozniczkowana, a jej pierwsza pochodna L'(t) zostata
przedstawiona na rysunku 60, natomiast druga pochodna L"(t) - na rysunku 61

Pozycja odcigte; dla ktorej warto§¢ drugiej pochodnej przyjmuje warto$¢
maksymalng, okresla $redni czas catkowitej translacji lub $redni czas syntezy lucyferazy
pelnej dlugosci w danej rundzie translacji. W przedstawionym przyktadzie
(Rys. 58-61)sredni czas pelnej translacji dla translacji konstruktu P0-A40p53 wynosit
7 min 36 s. Poprawno$¢ dopasowania, R®> w tym przyktadzie wynosita 0,999664. Aby

zweryfikowa¢ powtarzalno$¢ danych (uzyskanych jak wyzej), zebrano trzy niezalezne
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zbiory danych dla kazdego konstruktu. Po tych pomiarach okreslono réwniez standardowe

odchylenia danych.

3+
)
= 21
&3
2]
=
=
< ; <
s |"2 4786 8 o 12 14 16 718
S0-11
-
b
= -2 Calkowity czas translacji
-3

Czas |min|

Rysunek 61. Druga pochodna L"(t) funkcji wielomianowej L(t) z rysunku 59. Pozycja odcietej dla ktérej wartosé drugiej
pochodnej funkgji L(t) osigga maksimum odpowiada sredniemu catkowitemu czasowi translacji.

5.4.4. Odwrotna transkrypcja z radioaktywnie znakowanym starterem DNA

Miejsca ciecia w RNA indukowane jonami Pb®" oraz modyfikacje RNA po reakcji
SHAPE analizowano w reakcji odwrotnej transkrypcji. Do 2 pmoli RNA dodawano
2 pmole startera DNA znakowanego radioizotopowo *P na koncu 5’ oraz wode do
koncowej objetosci 12 ul. RNA denaturowano przez 5 minut w temperaturze
65°C 1 przenoszono na 10 minut do lodu. Do RNA dodawano 8 ul mieszaniny zawierajace;j
50 mM Tris-HCI pH 8,3, 75 mM KCI, 3 mM MgCl,, 6 mM DTT, 0,5 mM kazdego z ANTP
oraz 50 U odwrotnej transkryptazy Super Script Il lub Super Script IV (Invitrogen).
Reakcje prowadzono przez 60 minut w temperaturze 55°C, a nastepnie przez 15 minut w
temperaturze 70°C. Po zakonczeniu reakcji, w celu degradacji RNA, dodawano
1 pl 4M NaOH i inkubowano 5 minut w temperaturze 95°C. Reakcje zoboj¢tniano przez
dodanie 25 pl 160 mM Tris-HCL. Otrzymane cDNA stragcano, wirowano, suszono
1 rozpuszczano w 20 pl wody. Produkty reakcji analizowano w 8% zelu w warunkach
denaturujacych. Przed naloZzeniem na zel, probki denaturowano przez 2 minuty

w temperaturze 95°C w 7 M moczniku z barwnikami elektroforetycznymi. W celu
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otrzymania produktow reakcji sekwencjonowania, dNTP zastgpowano mieszaning
ddNTP:dNTP w stosunku 4:1 (koncowe st¢zenia w reakcji: 0,2 mM ddNTP, 0,05 mM
dNTP).

5.4.5. Transfekcja komoérek MCF-7, HT-29 i HepG2 oligonukleotydami antysensowymi

Komérki migdzy pasazami 4 i1 20 zastosowano do transfekcji. Transfekcje
przeprowadzono, gdy konfluencja komorek osiagneta 50-80%. Antysensowne oligomery
2'-OMe o koncowym stgzeniu 1 uM transfekowano do komorek przy uzyciu odczynnika
Lipofectamine RNAiMax zgodnie z protokotem transfekcji producenta (Invitrogen).
Transfekowane komorki przemyto PBS 1 podano $wieza pozywke 4 godziny po
zainicjowaniu transfekcji. Stres oksydacyjny generowano przez dodanie nadtlenku wodoru
do koncowego stezenia 100 uM lub 200 uM. Etopozyd, §wiezo rozpuszczony w DMSO,
zastosowano w koncowym stezeniu 50 uM. Komorki zostaly poddane dziataniu czynnikow

stresowych przez 6 godzin, a nastepnie je zebrano.

5.4.6. Analiza biatek metoda Western blot

W celu otrzymania lizatu biatkowego, komoérki MCF-7, HT-29 i HepG2 po
transfekcji oligonukleotydami antysensowymi, poddawano lizie w 30 pl buforu Laemmli
poprzez inkubacj¢ w temperaturze 95°C przez 5 minut z wytrzasaniem. Nastepnie
przeprowadzono elektroforeze otrzymanych bialek w poliakryloamidowym Zelu
biatkowym w warunkach denaturujacych. Przed przystgpieniem do transferu biatek, zel
ptukano w buforze do transferu, a membran¢ PVDF ptukano przez 10 sekund w metanolu,
nastgpnie przemywano ja woda i ptukano przez 5 minut w buforze do transferu. Transfer
biatek z zelu na membrang prowadzono przez 1 godzing przy napigciu pradu 70 mA
w aparacie Trans-blot SD Semi-Dry Transfer cell. Po transferze, membrane blokowano
za pomocg buforu zawierajacego 5% mleko, 0,1% Tween i 1x TBS przez 1 godzing
w temperaturze pokojowej. Nastepnie, membrane ptukano 3 razy w buforze 1x TBS przez
10 min. W celu identyfikacji biatka p53, membrane inkubowano przez 1 godzing
w  temperaturze  pokojowej z  l-rzegdowym  przeciwcialem  rozcienczonym
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w stosunku 1:600 w 0,1 % Tween i 1x TBS. Po inkubacji, membran¢ ptukano 3 razy
buforem zawierajacym 0,1% Tween i 1x TBS przez 15 minut. Nastgpnie membrang
inkubowano z przeciwciatem II-rzgdowym IgG przez 1 godzing w temperaturze pokojowe;.
Przeciwciato rozcienczano w stosunku 1:10000 w roztworze zawierajacym 5% mleko,
0,1% Tween 1 1xTBS. Po inkubacji membrang ptukano 3 razy w buforze 0,1% Tween i 1x
TBS. Tak przygotowang membrane poddawano detekcji za pomoca reakcji
chemiluminescencji z odczynnikiem Pierce ECL Western Blotting, w celu wykonania
autoradiografii. W celu identyfikacji biatka dehydrogenazy aldehydu 3-fosfoglicerynowego
GAPDH stosowano I-rzedowe przeciwciato GAPDH A3 (Santa Cruz), ktore rozcienczano

w stosunku 1:100 w roztworze zawierajagcym 5% mleko, 0,1% Tween i 1xTBS.

5.4.7. Pétilosciowa analiza poziomu mRNA metoda RT-PCR

Po transfekcji komorek MCF-7, HT-29 i HepG2 oligonukloetydami
antysensowymi, izolowano catkowity RNA za pomoca odczynnika TriReagent. W celu
otrzymania cDNA, 300 ng wyizolowanego catkowitego RNA potaczono ze 100 ng startera
oligo(dT) 1 inkubowano w temperaturze 65°C przez 5 minut, a nastgpnie 5 minut w lodzie.
Nastepnie przeprowadzano reakcj¢ odwrotnej transkrypcji w mieszaninie, ktora zawierata:
0,5 mM dNTP, 5 mM DTT, 1x bufor reakcyjny, 2 U/ul inhibitora RNaz oraz 100 U
odwrotnej transkryptazy Super Script 1. Mieszaning reakcyjng inkubowano najpierw przez
1 godzing w temperaturze 50°C, nastgpnie w temperaturze 70°C przez 15 minut, po czym
schfadzano ja w lodzie. W celu usunigcia matrycowego RNA, dodawano 250 U/ml RNazy
H i inkubowano w temperaturze 37°C przez 20 minut. Enzym inaktywowano poprzez
inkubacje w temperaturze 70°C przez 10 minut. Otrzymany cDNA stanowit matryce w
reakcji PCR ze starterami specyficznymi dla p53: Fkrot 5'-
CTAGAGCCACCGTCCAGGGGAGC-3’ i R295 5'-GTCTTGGCCAGTTGG
CAAAACATC-3' i B-aktyny: Factin 5'-AGAGCAAGAGAGGCATCCTG-3" i Ractin 5'-
CGACGTAGCACAGCTTCTCC-3". Sktad mieszaniny reakcyjnej byl nastepujacy: 1,2 ul
cDNA, 75 mM Tris-HCI pH 8,8, 20 mM (NH,4)2SO,, 0,01% Tween 20, 200 uM mieszaniny
dNTP, 1,5 mM MgCl;, , 0,5 mM starteréw oraz 30 U/ml DNA polimerazy Taq. Reakcja

przebiegata w nastepujacych warunkach: preinkubacja w temperaturze 95°C przez 5 minut,
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30 cykli obejmujacych 95°C-30 sekund, 60°C (dla B-aktyny) i 62°C (dla p53)-30 sekund,
72°C-30 sekund, a nast¢pnie koncowe wydtuzanie produktu 72°C—5 minut. 5 pl kazde;j
probki DNA obcigzano roztworem do obcigzania probek DNA i rozdzielano w 1% zelu

agarozowym.

5.4.8. Mapowanie struktury drugorzedowej RNA

5.4.8.1. Mapowanie struktury drugorzedowej RNA z wykorzystaniem techniki SHAPE

Przed reakcja modyfikacji, 5 — 20 pmoli mMRNA zawieszonego w 20 ul buforu
zawierajacego: 10 mM Tri-HCI pH 8,0, 100 mM KCl, 100 uM EDTA denaturowano przez
3 minuty w temperaturze 90°C, po czym schladzano do temperatury 4°C w tempie
0,1°C/sekunde. Nastepnie, dodawano 5x bufor o sktadzie 40 mM Tris-HCI pH 8,0, 5 mM
MgCl,, 130 mM KCI, 100 uM EDTA oraz wod¢ do koncowej objetosci 146 pl
1 inkubowano 10 minut w temperaturze 37°C. Mieszanin¢ dzielono na dwie rdwne czgsci.
Do jednej dodawano 7,3 pl 55 mM NMIA rozpuszczonego w bezwodnym DMSO, a do
drugiej 7,3 ul bezwodnego DMSO (reakcja kontrolna). Koncowe stezenie NMIA w reakcji
wynosito 5,5 mM. Reakcje modyfikacji prowadzono przez 50 minut w temperaturze 37°C
po czym mRNA strgcano, wirowano, suszono i rozpuszczano w 10 pl 10 mM Tris-HCI pH
8,0 z 0,1 mM EDTA. W kolejnym etapie, wykonywano reakcje odwrotnej transkrypcji
z wykorzystaniem odwrotnej transkryptazy Super Script 111 i radioaktywnie znakowanego
startera DNA (Tab. 7). Produkty reakcji analizowano w 8% zelu poliakryloamidowym

w warunkach denaturujacych

5.4.8.2. Ciecia RNA indukowane w obecnosci jonéw Pb2+

Przed reakcja cigcia, 20 — 70 pmoli mRNA denaturowano w buforze zawierajagcym
40 mM NacCl, 10 mM Tris-HCI pH 7,3, 10 mM MgCl, w temperaturze 65°C przez 5 minut,
a nastepnie przez 10 minut w temperaturze 37°C. W przypadku reakcji przeprowadzonej
w obecnosci oligonukleotydow antysensowych, mieszanina reakcyjna byta inkubowana

kolejne 5 minut w 37°C, z dodatkiem poszczegdlnego oligomeru o stezeniu koncowym
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1 uM. Nastegpnie, mieszaning rozdzielano na 3 lub 4 probki i do kazdej dodawano §wiezo
przygotowany roztwor octanu otowiu, do uzyskania koncowych stezen 0,5 mM, 1 mM
i 2 mM. Reakcje prowadzono 3 minuty w temperaturze 37°C i zatrzymywano przez
dodanie buforu ,,stop” w stosunku 1:1 oraz prébki przenoszono do suchego lodu. W
kolejnym etapie, wykonywano reakcje odwrotnej transkrypcji z wykorzystaniem odwrotnej
transkryptazy Super Script Il i radioaktywnie znakowanym starterem DNA (Tab. 7).
Produkty reakcji analizowano w 8% zelu poliakryloamidowym w warunkach

denaturujacych.

Tabela 7. Lista starteréw wykorzystanych w reakcji odwrotnej transkrypcji.

Nazwa startera Sekwencja nukleotydowa 5’ — 3’ Nazwa czasteczki analizowanej
RUTR160p53 CCATCGCTATCTGAGCAGCG A133p53
R133p53UTR2_2 ACAGGGCAGGTCTTGGC A133p53
R133p53UTR3 GTGAACAGATAAAGCAACTGG A133p53
R133p53UTR6 TTTGAGATAGGGTCTTGCTCTGTCAC A133p53
R330 TAATAAATGAATCAAGAACATTC P1-A40p53(A57),
P1-A40p53(AHDM2), P1-
A40p53(S),
P1-A40p53(L), P1-A40p53
R554AUGb TCATCTGGACCTGGGTCTTCAG p53-554
Rdlug TCCATTGCTTGGGACGGCAAGG- p53-554
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