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Wykaz stosowanych skréotow

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

5'UTR —region niculegajacy 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

DMS - siarczan dimetylu

DNA — kwas deoksyrybonukleinowy

dNTP — trifosforan dowolnego deoksyrybonukleotydu

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

eEF — czynnik elongacyjny (ang. eukaryotic elongation factor)

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

GDP — guanozynodifosforan

GMP-PNP — analog GTP nie ulegajacy hydrolizie

GTP — guanozynotrifosforan

IRES — wewngtrzne miejsce oddziatywania z rybosomem (ang. internal ribosome entry site)
kDa — kilodaltony

kpz — tysiace par zasad

MRNA — RNA matrycowy (ang. messenger RNA)
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NMIA — bezwodnik N-metyloisatoiczny (ang. N-methylisatoic anhydride)
nt —nukleotyd

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

pre-mRNA — mRNA prekursorowy (ang. precursor mRNA)

RNA — kwas rybonukleinowy

rpm — obroty na minute (ang. rotations per minute)

RRL — lizat z retikulocytow krolika (ang. rabbit reticulocyte lysate)

RT-PCR — odwrotna transkrypcja z nastepujaca po niej tancuchowg 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

UORF-mata otwarta ramka odczytu lezgca powyzej gtdéwnego kodonu inicjacyjnego (ang.

upstream open reading frame)
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Abstract

Abstract

Eukaryotic gene expression is mainly controlled at translational level. Compared with
transcriptional regulation it allows for more rapid changes in cellular concentrations
of proteins in response to stress events. The most regulated phase of translation is an initiation
step. The initiation occurs by scanning of the 5'-terminal regions of mRNASs by the initiation
complex or according to the cap-independent mechanism. The 5'-terminal regions of mMRNAs
modulate translation efficiency and together with protein factors participate in translation
regulation. It has been observed that the 5'-terminal region of p53 mRNA is involved
in regulation of expression of p53 protein and its major isoform ANp53 at translational level.
This region may exist in several different sequence variants due to the presence of multiple
transcription start sites, alternatively spliced intron sequences and alternative translation
initiation codons. It has also been suggested that the 5’-terminal region of p53 mMRNA exerts

properties of an IRES element, which enables internal initiation of translation.

In this dissertation the impact of different variants of the 5'-terminal region of p53
MRNA on translation of reporter protein has been investigated. The mechanism of translation
initiation from AUGL1 start codon for full-length p53 and AUG2 for ANp53 isoform has also
been evaluated. The variants of the 5'-terminal region of p53 mRNA were followed
by the luciferase coding sequence in model MRNA constructs. They were translated in vitro
in rabbit reticulocyte lysate, as well as in HeLa and MCF-7 cells. Structural probing of the
5'-terminal region of p53 MRNA in the model mRNA construct confirmed that AUG1 codon
is embedded within stable hairpin G56-C169. This hairpin might cause a steric hindrance
for the moving ribosome, thus increasing translation efficiency from the AUG1 codon.
This hypothesis was supported by toe-printing analysis, in which initiation complexes
at AUG1 codon were hardly detected. The results of in vitro translation studies suggested
that the translation initiation from AUG1 codon was mostly cap-dependent.
However, translation initiation from AUG2 showed rather IRES-dependent character.
It turned out that the region spanning two transcription start sites PO and P1 strongly reduces
the translation level from AUGL1 codon. It seems to be a consequence of stable secondary
structure of the cap-proximal mRNA region, which may interfere with scanning
by the ribosome. In another mRNA construct, the presence of intron 2 resulted in translation
initiation only from AUG2 codon. Moreover, mutation of UGA STOP codon present within
intron 2 to GCG revealed that AUGL codon is also active in translation. Thus, uORF

is formed in this mRNA wvariant, which encodes 25-aminoacid-long peptide.
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Therefore, ANp53 isoform might also be generated from not completely spliced p53 mRNA
and its synthesis occurs according to reinitiation model after synthesis of a short peptide from
AUG1 codon.

In order to modulate translation efficiency of p53 protein and ANp53 isoform,
antisense oligonucleotides complementary to the 5’-terminal region of p53 mRNA were
applied. These oligomers, which were able to bind to the most characteristic structural
elements of 5'-terminal region, hairpin G56-C169 and U180-A218, induced changes
in translation level from both the initiation codons during translation in rabbit reticulocyte
lysate. This indicates, that both hairpins play a crucial role in translation initiation.
Moreover, it turned out that the remaining RNase H activity in the lysate contributed
to the effect of antisense oligomers on translation efficiency. The 2'-O-methylated
and LNA-gamper derivatives of selected oligomers were also be used to reduced p53 protein
level in MCF-7 cells. These oligomers are good candidates to be applied in the future

to reduce p53 level in radio-resistant tumor cells.
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Streszczenie

Ekspresja gendéw eukariotycznych jest kontrolowana gléwnie na poziomie translacji,
co w przeciwienstwie do regulacji na poziomie transkrypcji pozwala na szybkg zmiang
poziomu biatek w komoérce w odpowiedzi na dzialanie czynnikéw stresowych.
Regulacja procesu translacji dotyczy przede wszystkim etapu inicjacji, ktéry moze zachodzié¢
na drodze skanowania regionéw terminalnych 5° mMRNA przez kompleks rybosomalny
lub na drodze mechanizmu niezaleznego od kapu. Regiony terminalne 5" mRNA moduluja
wydajnos¢  translacji na  skutek oddzialywania z  czynnikami  biatkowymi.
Zaobserwowano, ze ekspresja bialka p53 oraz jego izoformy ANp53 jest regulowana
przez region terminalny 5 mRNA p53. Region ten moze wystgpowa¢ w postaci kilku
wariantow sekwencyjnych, rdéznigcych si¢ miejscem inicjacji transkrypcji, obecnoscig
sekwencji introndow zachowanych w alternatywnym skladaniu oraz obecno$ciag
alternatywnych kodonow inicjacyjny. Dane literaturowe sugeruja, ze w obregbie regionu
terminalnego 5" mRNA p53 wystgpuje element IRES (ang. internal ribosomal entry site),
ktéry umozliwia wewngtrzng inicjacje translacji bez konieczno$ci skanowania mRNA przez

kompleks rybosomalny.

W niniejszej pracy doktorskiej okres§lono wptyw wariantow regionu terminalnego 5’
mRNA p53 na translacje biatka reporterowego. Zweryfikowano réwniez mechanizm
translacji inicjowanej z kodonu AUG1 dla biatka p53 pelnej dtugosci oraz z kodonu AUG2
dla izoformy ANp53. W tym celu stosowano modelowe konstrukty mRNA, w ktorych
warianty regionu terminalnego 5" mRNA p53 poprzedzaly sekwencje kodujaca biatko
reporterowe. Nastgpnie, ulegaty one translacji in vitro w lizacie z kroliczych retikulocytow,
a takze w ludzkich komoérkach HeLa i MCF-7. Analiza strukturalna regionu terminalnego 5’
mRNA p53 w modelowym konstrukcie mRNA wykazata, ze kodon AUGI znajduje si¢
w obrebie trwalej termodynamicznie spinki G56-C169. Istnieje mozliwos¢, ze spinka ta
stanowi zawade przestrzenng dla skanujacego kompleksu rybosomalnego, dzigki czemu
wzrasta wydajnos¢ translacji z kodonu AUGI. Hipotezg ta potwierdzilty wyniki analizy
,odcisku palca”, poniewaz identyfikacja komplekséw rybosomalnych w obregbie kodonu
AUG] byta utrudniona. Wyniki uzyskane w reakcjach translacji in vitro sugerujg, ze inicjacja
translacji z kodonu AUGI jest w duzej mierze zalezna od kapu na koncu 5" mRNA.
Natomiast translacja z kodonu AUG2 wykazuje raczej charakter zalezny od elementu IRES.
Okazato si¢ rowniez, ze region pomig¢dzy miejscami promotorowymi PO i P1 silnie obniza
wydajno$¢ translacji z kodonu AUGI1. Prawdopodobnie, efekt ten jest zwigzany ze strukturg
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drugorzedowa regionu w poblizu konca 5" mRNA, ktéra moze zakldcaé proces skanowania.
Z kolei obecno$¢ intronu 2 w innym modelowym konstrukcie mRNA skutkowata translacja
jedynie z kodonu AUG2. Co wigcej, mutacja kodonu STOP UGA obecnego w intronie 2
na kodon GCG pokazala, ze translacja moze by¢ inicjowana réwniez z kodonu AUGI.
W zwigzku z tym, wariant regionu terminalnego 5" mMRNA p53 z zachowanym intronem 2
posiada uORF, ktoéra koduje 25-aminokwasowy peptyd. Tak wiegc, izoforma ANp53 moze
powstawa¢ z mRNA zawierajagcym intron 2 wedtug mechanizmu reinicjacji, po zakonczeniu

syntezy peptydu z kodonu AUGL.

W celu modulacji efektywnosci translacji biatka p53 i izoformy ANp53 wykorzystano
oligonukleotydy antysensowe komplementarne do regionu terminalnego 5" mRNA p53.
Oligomery, ktore wigzaly si¢ do najbardziej charakterystycznych motywéw strukturalnych,
ktorymi sg spinki G56-C169 i U180-A218 indukowaly najwigksze zmiany poziomie biatek
syntetyzowanych z obu kodonow AUG w lizacie z kroliczych retikulocytow.
Wynik ten wskazuje na kluczowa role obu spinek w procesie inicjacji translacji.
Ponadto, okazato si¢, ze efekt oligonukleotydéw antysensowych na wydajno$¢ translacji
zwigzany jest z aktywnos$ciag RNazy H, ktora jest obecna w lizacie. W celu obnizenia poziomu
biatka p53 w komodrkach MCF-7 zastosowano wybrane oligomery w formie
2'-O-metylowanej oraz gamperéw LNA. Modyfikowane oligomery wydaja si¢ by¢
potencjalnymi terapeutykami obnizajagcym poziom biatka p53 w liniach komorek

nowotworowych poddawanych radioterapii.
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1. Wprowadzenie i cel pracy

Podczas ekspresji materialu genetycznego w komorce eukariotycznej, kluczowe
znaczenie majg takie procesy jak: transkrypcja, dojrzewanie pre-mRNA, eksport mRNA
z jadra do cytoplazmy, translacja czy modyfikacje potranslacyjne. Ostatnim etapem ekspresji
gendw kodujgcych bialka jest proces translacji, podczas ktorego zachodzi przepisanie
informacji zawartej w mRNA na tancuch polipeptydowy biatka. Prowadzi on do powstania
proteomu, czyli petnego zestawu biatek w komodrce. Pomimo, iz tylko 2% genomu czlowicka
to sekwencje kodujace bialka, to az 30% suchej masy komorki stanowi aparat translacyjny,
a 80% komorkowego RNA to rRNA wchodzacy w sktad rybosomow. Okazalo si¢ takze,
ze proces translacji zwieksza zdolno$¢ kodujaca genomu poprzez generowanie réznych biatek

z tego samego transkryptu [1].

W przeciwienstwie do organizmoéw prokariotycznych, u ktoérych ekspresja materiatu
genetycznego regulowana jest glownie na poziomie transkrypcji, u organizmow
eukariotycznych najintensywniej regulowanym procesem jest translacja, o czym $wiadczy
fakt, ze az 90% MRNA podlega regulacji na tym etapie. Regulacja na poziomie translacji,
odgrywa kluczowa role w wielu procesach biologicznych, takich jak wzrost i rozwdj komorki
czy odpowiedz na warunki stresowe [2]. Moze to prowadzi¢ do sytuacji, w ktorej w danych
warunkach dwa r6zne mRNA, bedace w takiej samej ilosci w cytoplazmie, moga ulegac
translacji z r6zna wydajnoscia, co wptywa na ilo§¢ kodowanych przez nie biatek. Co wazne,
regulacja na poziomie translacji umozliwia komorce znacznie szybsza odpowiedz na dziatanie

czynnikow stresowych.

Chociaz proces translacji regulowany jest na kazdym z trzech etapdéw: inicjacji,
elongacji i terminacji, w najwigkszym stopniu dotyczy to etapu inicjacji, kiedy rybosom
przylacza si¢ do mRNA 1 wybierany jest kodon inicjacyjny. Inicjacja translacji jest ztozonym
procesem, bedacym pod kontrola ponad 25 czynnikéw biatkowych, ktore oddziatuja nie tylko

z rybosomem ale rowniez z elementami regulatorowymi w mRNA [3; 4].

Do elementéw budowy eukariotycznych mRNA, ktore petnig istotng funkcje w inicjacji
translacji naleza m. in., modyfikacje ich koncéw 5’ i 3'. Inicjacja translacji mRNA jest silnie
stymulowana obecnoscig kapu na jego koncu 5', ktory umozliwia zwigzanie kompleksu
rybosomalnego i skanowanie mMRNA w poszukiwaniu kodonu inicjacyjnego.

Taki sposob inicjacji translacji nosi nazwe mechanizmu skaningowego 1 dotyczy przewaznie
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tych mRNA, z ktorych w sposob ciggly powstaja duze ilosci biatka w komorce [5].
Eukariotyczny mRNA posiada zazwyczaj jedng otwarta ramke odczytu kodujaca biatko ORF
(ang. open reading frame) i regiony nieckodujace na koncach 5’ i 3". Niekiedy w mRNA moga
wystepowa¢ dodatkowe kodony inicjacyjne poprzedzajace gtowng ramke odczytu
lub sekwencje intronowe zachowane podczas alternatywnego sktadania pre-mRNA.
Prowadzi to do utworzenia krétkich otwartych ramek odczytu uORF (ang. upstream open
reading frame) [6]. Wydajnos¢ inicjacji translacji zalezy rowniez od otoczenia kodonu
inicjacyjnego oraz jego odleglosci od konca 5" mRNA, co ma istotne znaczenie dla jego
rozpoznania przez kompleks rybosomalny [5; 7]. Ponadto, obecne w regionie terminalnym 5’
MRNA elementy struktury drugo- i trzeciorzgdowej stanowig miejsca wigzania wielu biatek
oraz krotkich niekodujacych lub antysensowych RNA [8]. Dlugos¢ oraz struktura regionu
terminalnego 5’ ma roéwniez znaczenie dla migracji rybosomu wzdtuz mRNA oraz selekcji

kodonu inicjacyjnego.

Proces inicjacji translacji moze zachodzi¢ takze bez udziatu kapu na koncu 5’ mRNA.
W warunkach zaburzonej réwnowagi fizjologicznej w komorce, kiedy translacja zalezna
od kapu jest zahamowana, synteza bialek odbywa si¢ na drodze wewnetrznej inicjacji [9].
W tym alternatywnym sposobie inicjacji translacji, aktywny rybosom tworzy si¢ dzigki
wystegpowaniu  w  regionie terminalnym 5° mRNA motywéw  struktury drugo-
i trzeciorzgdowej stanowiacych tzw. element IRES (ang. internal ribosomal entry site).
Sadzi si¢, ze wedlug tego mechanizmu inicjowana jest w szczegélnosci synteza biatek
o kluczowym znaczeniu dla cyklu komoérkowego, apoptozy, odpowiedzi komorki na warunki
stresowe czy procesu nowotworzenia [10]. Do takich biatek nalezy réwniez biatko p53,
bedace glownym supresorem nowotworzenia. Oprocz biatka p53 z tego samego mRNA,
aczkolwiek
z alternatywnego kodonu inicjacyjnego syntetyzowana jest jego izoforma ANp53 [11].
Izoforma ANp53 na skutek wigzania si¢ do bialka p53 pelnej dlugosci, redukujac jego ilosé
w  komorce [12]. W literaturze pojawita si¢ tez informacja, ze translacja p53
I ANp53 przebiega przy udziale dwoch elementow IRES, zlokalizowanych w regionie
terminalnym 5" mRNA [11]. Inne dane literaturowe sugerujg, iz izoforma ANp53 moze
powstawac¢ z transkryptu, w ktorym na skutek alternatywnego sktadania zachowana zostata
sekwencja intronu 2, w obrebie ktorej znajduje si¢ kodon stop [13]. W tym przypadku,
translacja z drugiego kodonu inicjacyjnego miataby zachodzi¢ wedlug mechanizmu zaleznego

od kapu, na drodze reinicjacji. Jak dotad, zaden z proponowanych mechanizméw nie zostat
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ostatecznie potwierdzony. Ponadto, wazng role regulatorowg w ekspresji biatka p53 moze
odgrywaé takze obecno$¢ kilku miejsc promotorowych transkrypcji, gltownie PO i P1.
W zalezno$ci od miejsca inicjacji transkrypcji obserwuje si¢ r6zng aktywno$¢ translacyjng
mRNA p53 oraz zréznicowany poziom biatka p53 w tkankach zdrowych i nowotworowych
[14].

Celem niniejszej pracy doktorskiej bylo okre$lenie wplywu wariantow regionu
terminalnego 5" mMRNA p53 na proces inicjacji translacji biatka reporterowego w systemie
bezkomérkowym oraz wybranych liniach komorek ludzkich. Postanowiono wykorzystac
modelowe mRNA, ktore zawieraly warianty regionu terminalnego 5° MRNA p53
oraz sekwencj¢ kodujaca biatko reporterowe lucyferazy. Warianty te r6znity si¢ obecnoscia
regionu mig¢dzypromotorowego PO0-P1, intronu 2 oraz alternatywnego kodonu AUG2
dla izoformy ANp53. Planowano rowniez zweryfikowa¢ mechanizm translacji biatka p53
oraz jego izoformy ANp53, a takze sposob identyfikacji kodondéw inicjacyjnych AUGI1
(dla pelnej dtugosci biatka p53) oraz AUG2 (dla izoformy ANp53). Badania w tym kierunku
obejmowaly rowniez okreslenie roli struktury drugorzedowej regionu terminalnego 5 mRNA
w procesie inicjacji translacji. W zwigzku z tym, zamierzano zbadaé sposobu zwinigcia
regionu terminalnego 5" mRNA p53 w modelowej czasteczce mRNA w warunkach in vitro
oraz w lizacie z kroliczych retikulocytow, w ktorym przeprowadzano wigkszos$¢ testow
funkcjonalnych. Bioragc pod uwage doniesienia literaturowe na temat braku kodonu AUG
dla izoformy ANp53 u niektorych organizmow, postanowiono zbada¢ czy w przypadku
mRNA p53 wybranych organizméw translacja tej izoformy moze rozpoczynaé si¢

od niestandardowego kodonu inicjacyjnego.

Drugim kierunkiem badan byto sprawdzenie mozliwosci modulacji translacji
inicjowanej z kodonu AUGI1 dla biatka p53 oraz AUG2 dla izoformy ANp53 za pomoca
oligonukleotydow antysensowych komplementarnych do regionu terminalnego 5' mRNA p53.
Szczegolnie pozadane byto otrzymanie oligonukleotydow antysensowych,
ktore inhibowalyby translacj¢ bialka p53 Iub stymulowaly syntez¢ izoformy ANpS3.
Region terminalny 5" mRNA p53 charakteryzuje si¢ stabilng struktura drugorzedowa,
ktéra moze stanowi¢ utrudnienie w planowaniu miejsc docelowych dla oligonukleotydow
antysensowych. Z tego wzgledu, w pierwsze] kolejnosci postanowiono zidentyfikowac
miejsca dostepne do hybrydyzacji dla krotkich oligomerow DNA w tym regionie.

Nastepnie, zaprojektowane oligonukleotydy antysensowe postanowiono przetestowacl
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w systemie bezkomorkowym, w celu wyselekcjonowania najbardziej aktywnych oligomerow.
Obnizenie poziomu biatka p53 w wybranych liniach komoérek ludzkich zamierzano osiaggnaé

stosujac modyfikowane oligonukleotydy antysensowe typu gapmer, a takze ich pochodne
2'-0-metylo.
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2. Wstep

2.1. Molekularny mechanizm translacji

Proces translacji ztozony jest z trzech etapoéw: inicjacji, elongacji 1 terminacji.
Podczas gdy elongacja i terminacja zachodza przy udziale ograniczonej liczby czynnikéw
biatkowych, inicjacja translacji jest ztozonym procesem, w ktorym uczestniczy ponad 25
réznych bialek (Rys. 1 i Tabela 1.). Uwaza sie, ze inicjacja jest tez najbardziej limitujgcym
etapem catego procesu translacji [3].Podczas etapu inicjacji inicjatorowy Met-tRNAIi wraz
z malg podjednostka rybosomalng 40S i eukariotycznymi czynnikami inicjacyjnymi elF
(ang. eukaryotic initiation factors) tworza kompleks z mRNA [6]. Na tym etapie dochodzi
rowniez do wyboru miejsca inicjacji translacji, czemu towarzyszy przytaczenie duzej
podjednostki rybosomalnej 60S i powstanie aktywnego translacyjnie rybosomu 80S [15].
Kolejnym etapem jest elongacja polegajaca na wigzaniu do rybosomu kolejnych
aminoacylo-tRNA na zasadzie komplementarno$ci kodonu w mRNA z antykodonem w tRNA
oraz tworzenia wigzania peptydowego pomiedzy aminokwasami. Reakcja ta katalizowana jest
przez rybosomalny RNA posiadajacy aktywnos$¢ peptydylotransferazy i kontrolowana jest
przez czynniki elongacyjne eEF (ang. eukaryotic elongation factors) [16]. Etap terminacji
nastgpuje po napotkaniu przez rybosom kodonu terminacyjnego. Dochodzi wowczas
do uwolnienia rybosomu od powstatego tancucha polipeptydowego oraz dysocjacji rybosomu

na podjednostki 40S i 60S, ktore biorg udziat w kolejnej rundzie translacji [6].

2.1.1. Inicjacja translacji zalezna od kapu

Wszystkie eukariotyczne mRNA posiadajg na koncu 5’ 7-metyloguanozyne tzw. kap,
ktory przytaczany jest w jadrze komoérkowym podczas dojrzewania mRNA [17]. Struktura
kap odgrywa duza role w  skladaniu pre-mRNA, transporcie mRNA
do cytoplazmy oraz wptywa na jego stabilno$¢ chronigc koniec 5' przed degradacja.
Ponadto translacja wigkszosci komorkowych mRNA rozpoczyna si¢ od rozpoznania
struktury kap przez kompleks elF4F, ktory stymuluje wigzanie matej podjednostki
rybosomalnej 40S. Powstaty w ten sposob kompleks preinicjacyjny 43S skanuje mRNA
w poszukiwaniu kodonu inicjacyjnego AUG. Po jego napotkaniu do mRNA przytacza si¢
duza podjednostka rybosomalna 60S, dzigki hydrolizie GTP 1 powstaje aktywny
translacyjnie rybosom 80S (Rys. 1).
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Rys. 1 Inicjacja translacji u Eukariota wedlug modelu skaningowego. W pierwszym etapie powstaje
kompleks preinicjacyjny 43S, ktory sktada si¢ z matej podjednostki rybosomalnej 40S, czynnikow
inicjacyjnych elF1, elF1A, elF3 oraz kompleksu GTP-elF2-Met-tRNAi. Z mRNA wiaze si¢ kompleks
elF4F, sktadajacy sie z eIF4A, elF4E i elF4G. Czynnik elF4A jest odpowiedzialny za rozplatanie
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struktur drugorzgdowych w regionie niekodujacym 5" mRNA, czynnik eIF4E ma zdolno$¢ wigzania
struktury kapu na koncu 5" mRNA, a czynnik elF4G stanowi rusztowanie molekularne dla innych
biatek oraz matej podjednostki rybosomalnej 40S. Oddziatywanie czynnika elF3 z elF4G prowadzi
do przylaczenia podjednostki 40S do kapu. Powstaje w ten sposob kompleks inicjacyjny 48S,
ktory skanuje mRNA w poszukiwaniu kodonu inicjacyjnego AUG. Po identyfikacji kodonu AUG,
elF5 stymuluje hydrolize GTP zwiazanego z elF2, a elF5B promuje przytaczenie duzej podjednostki
rybosomalnej 60S, czemu towarzyszy uwolnienie czynnikow inicjacyjnych. Szczegdtowy opis
w teks$cie (na podstawie [6]).

Tabela 1. Czynniki inicjacyjne biorgce udziat w inicjacji translacji zaleznej od kapu oraz ich funkcja.

Czynnik inicjacyjny  Funkcja Partner, z ktérym
oddzialtuje
elF1 inhibuje hydrolize¢ GTP katalizowang przez elF5
elF5,
wybor kodonu START
elF1A katalizuje przytaczenie kompleksu elF5
GTP-elF2-Met-tRNAI do 40S,
wybor kodonu START
elF2 GTPaza, elF5,
przytacza ~ GTP  oraz  wiaze  si¢ 40S
z inicjatorowym Met-tRNAI
elF2B katalizuje wymiang GDP na GTP w elF2
stabilizuje wigzanie kompleksu elF5, elF4G, elF4B,
elF3 GTP-elF2-Met-tRNAI z 40S, elF1, 40S
zapobiega formowaniu rybosomu 80S
elF4A helikaza RNA, rozplata regiony dwuniciowe elF4G
w 5S'UTR
elF4E wigze kap na koncu 5" mMRNA elF4G, elf4A, elF3
elF4AG posredniczy w przytaczaniu 40S do kapu,

stanowi rusztowanie dla innych czynnikow
inicjacyjnych

elF4F tworzy kompleks sktadajacy si¢ z elF4E,
elF4A i elF4G
elF4B stymuluje aktywnos$¢ helikazowa elF4A elF3
elF5 aktywuje aktywnos¢ GTPazowa elF2 elF2, elF1, elF1A
elF5B GTPaza,
przyltacza 60S
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2.1.1.1. Tworzenie kompleksu preinicjacyjnego 43S

Aby translacja mogla si¢ rozpocza¢ musi utworzy¢ si¢ kompleks preinicjacyjny,
w ktorego sktad wchodzi: Met-tRNAI zasocjowany z elF2 i GTP, czynniki inicjacyjne elF1,
elF1A, eIF3 i eIF5 oraz mata podjednostka rybosomalna 40S (Rys.1) [18; 19].
Etap ten wymaga obecnosci w cytoplazmie wolnych podjednostek rybosomalnych 40S.
Sktadajacy si¢ z wielu podjednostek czynnik elF3 zapobiega ponownemu f3gczeniu si¢ matej
podjednostki  rybosomalnej 40S i duzej 60S. Stabilizuje on roéwniez kompleks
elF2-Met-tRNAI-GTP z podjednostka 40S [20]. Czynnik inicjacyjny elF2 zbudowany jest
z trzech podjednostek o, B i y. Podjednostki o i B odpowiadajg za wigzanie Met-tRNAI,
natomiast podjednostka y wigze GTP [21]. Ponadto podjednostka [ oddziatuje z elFS5,
ktory indukuje aktywno$¢ GTPazowa podjednostki y elF2 [22]. Z kolei czynnik elF1A
katalizuje przeniesienie trojsktadnikowego kompleksu elF2-Met-tRNAI-GTP do podjednostki
40S [20]. Czynnik elF1A wraz z czynnikiem elF1 jest zaangazowany w identyfikacj¢

odpowiedniego kodonu START oraz bierze udziat w odlaczaniu kompleksu preinicjacyjnego

od mRNA [17; 23].

2.1.1.2. Przytaczanie kompleksu preinicjacyjnego 43S do mRNA

Struktura kapu na koncu 5" mRNA stanowi molekularny znacznik do przytaczenia
podjednostki rybosomalnej 40S [6] (Rys. 1). Podjednostka 40S jest przylaczana do kapu
w formie kompleksu 43S. Proces ten jest mozliwy dzigki obecnos$ci kompleksu elF4F,
ktory sktada si¢ z trzech czynnikow inicjacyjnych eIF4E, elF4G 1 eIF4A [24].
Bedacy najmniejsza podjednostka kompleksu elF4F czynnik elF4E specyficznie rozpoznaje
1 wigze bezposrednio kap, w zwigzku z czym jego obecnos¢ jest konieczna do zaj$cia inicjacji
translacji zaleznej od kapu [2; 17]. Czynnik inicjacyjny eIF4G jest najwiekszg podjednostka
kompleksu elF4F.Stanowi on rusztowanie dla czynnikéw inicjacyjnych, dzigki czemu
umozliwia potaczenie mRNA z aparatem translacyjnym. Posiada on miejsce wigzania dla
elF4E [25] oraz oddziatluje z elF3, dzigki czemu umozliwia oddziatywanie pomi¢dzy kapem
i duza podjednostka rybosomalng 40S [26; 27; 28]. Czynnik elF4G posiada rowniez dwa
miejsca wigzania dla elF4A. Czynnik inicjacyjny eIF4A nalezy do rodziny helikaz
zawierajagcych motyw typu DEA(D/H), ktére rozplataja drugorzedowe struktury RNA
w regionie niekodujacym 5" mRNA (5'UTR, ang. 5' untranslated region), co ulatwia

skanowanie mRNA przez podjednostke 40S w poszukiwaniu kodonu inicjacyjnego. Poniewaz
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sam elF4A wykazuje stabg aktywno$¢ ATPazy i helikazy, jest stymulowany przez elF4G i
elF4B [29]. Czynnik elF4B jest biatkiem wigzacym RNA, ktore ulatwia wigzanie rybosomu
z mRNA poprzez oddziatywanie z 18S rRNA i kierowanie podjednostki rybosomalnej 40S
do jednoniciowych regionéw mRNA [22].

2.1.1.3. Skanowanie mRNA oraz tworzenie kompleksu inicjacyjnego 48S

Oddziatywanie pomiedzy elF3 i elF4G powoduje, ze kompleks preinicjacyjny 43S
wigze si¢ do kapu na koncu 5' mRNA, co z prowadzi do powstania kompleksu inicjacyjnego
48S. W tworzeniu kompleksu 48S uczestniczy rowniez elF4B, ktory umozliwia wigzanie
elF3 z elF4F [18] (Rys. 1). Kompleks inicjacyjny 48S rozpoczyna skanowanie regionu
terminalnego 5 mRNA w poszukiwaniu kodonu inicjacyjnego w kierunku 5’3’ [30].
Proces ten wymaga dostarczenia energii, ktora pochodzi z hydrolizy ATP. W migracji
rybosomu wzdluz mRNA biorg udziat eIF1A i elF1, ktére wzmacniaja wigzanie rybosomu
z mRNA oraz promuja powstawanie kompleksu 48S. Co wigcej, elF1A uczestniczy
w rozpoznawaniu odpowiedniego kodonu inicjacyjnego poprzez oddziatywanie z elFS5.
Z czynnikiem elF5 wiaze si¢ rowniez elF1, ktory zapobiega przedwczesnej hydrolizie GTP
[19]. Mata podjednostka rybosomalna kontynuuje skanowanie do momentu napotkania
kodonu inicjacyjnego. Jezeli przerwa w skanowaniu wynikajaca z utworzenia pary pomigdzy
zasadami w kodonie i antykodonie jest wystarczajaco dluga, wowczas elF5 aktywuje elF2,

wskutek czego dochodzi do hydrolizy GTP i uwolnienia elF2 zasocjowanego z GDP [31].

2.1.1.4. Oddysocjowanie czynnikdw inicjacyjnych i przytaczenie duiej podjednostki
rybosomalnej 60S

Hydroliza GTP i uwolnienie elF2 prowadzi do oddysocjowania elF3 z kompleksu 48S
[32] (Rys. 1). Czynnik eIF2B wymienia GDP na GTP w elF2, dzigki czemu moze on braé
udziat w tworzeniu nowych komplekséw preinicjacyjnych [18; 22]. Po identyfikacji kodonu
inicjacyjnego oddysocjowuje rowniez elF1 [32]. Sugeruje si¢, ze w uwolnieniu elF1
z kompleksu 48S kluczowa role odgrywa nie sama hydroliza GTP, ale towarzyszace jej
uwolnienie pirofosforanu [33]. Przytaczeniu duzej podjednostki rybosomalnej i utworzeniu

funkcjonalnego rybosomu 80S towarzyszy uwolnienie elF4B z kompleksu 48S.
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2.1.2. Udziat ogona poli(A) w inicjacji translacji

Wszystkie eukariotyczne mRNA z wyjatkiem mRNA histondéw, posiadajg na koncu 3’
ogon poli(A) o dtugosci od 50 do 300 nukleotydow. Ogon poli(A) jest dodawany do mRNA
przez poli(A) polimeraz¢ podczas jego dojrzewania w jadrze komorkowym [34].
Ogon poli(A) jest oplaszczony przez wiele kopii biatka wigzacego si¢ z poli(A) tzw. PABP
(ang. poly(A)-binding protein) (Rys.2).

40S 408

AAAAAAAAAA UAG

Rys. 2 Oddziatywanie PABC z kompleksem inicjacyjnym 48S. Strzatki wskazujg wigzanie PABC
z ogonem poli(A) oraz czynnikami inicjacyjnymi elF4G i elF4B, ktore prowadzi do przylaczania
matej podjednostki rybosomalnej 40S i cyrkularyzacji mRNA (na podstawie [6]).

Wiazanie bialka PABP zapobiega deadenylacji ogona poli(A), a tym samym
degradacji mRNA. Bialkko PABP na koncu aminowym posiada cztery konserwatywne
motywy wigzace RNA - RRM (ang. RNA recognition motif), ktére odpowiadajg za wigzanie
z ogonem poli(A). Na koncu karboksylowym znajduje si¢ domena PABC, ktora bierze udziat
w oddziatywaniu typu biatko-biatko [35]. Ludzki genom koduje trzy biatka PABP: PABI,
PAB2 i PAB3. Bialko PABI jest zaangazowane w translacj¢ i regulacje stabilnosci mRNA
w komorce, natomiast PAB2 uczestniczy w poliadenylacji. Wszystkie biatka PABP
oddziatujg z czynnikiem inicjacyjnym eIF4G, wskutek czego dochodzi do zblizenia konca 5’
i 3’ oraz cyrkularyzacji mRNA (Rys. 2) [36]. Oddzialywanie to stymuluje wigzanie
podjednostki 40S oraz zwicksza wydajnos¢ translacji dzigki ponownemu wykorzystaniu
podjednostek 408, ktore po zakonczeniu translacji znajduja si¢ w poblizu mRNA i jego konca
5" [37]. Biatko PABP za pomoca domeny PABC wiaze si¢ rowniez z czynnikiem elF4B,

przez
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co wzrasta powinowactwo kompleksu elF4F do kapu oraz nasila aktywno$¢ elF4A jako
ATPazy i RNA helikazy w kompleksie z elFAF i elF4AB [38; 39]. W komorkach ssaczych
do domeny PABC wiazg si¢ biatka Paipli Paip2 (ang. PABP-interacting protein 1 and 2).
Zaobserwowano stymulujagcy wplyw Paipl na translacje oraz na stabilnos¢ mRNA dzieki
oddziatywaniu z elF4A. Z kolei wspotzawodnictwo migdzy Paip2 i Paipl o miejsce wigzania
do PABP, prowadzi do inhibicji translacji. Ponadto sugeruje si¢, ze Paip2 i eIF4G maja
to samo miejsce wigzania do PABP. Paip2 ma réwniez zdolnos¢ odtgczania PABP od ogona
poli(A) [40]. W zwigzku z powyzszym, Paip2 zakloca oddzialywanie PABP z ogonem
poli(A) i elF4G, co prowadzi do uwolnienia konca 5’1 3’ mRNA.

2.1.3. Wybor miejsca inicjacji translacji wedtug mechanizmu skaningowego

W 1978 roku Marilyn Kozak zaproponowata model skaningowy dla inicjacji translacji
u Eukariota [41]. Doswiadczenia, ktore do tego doprowadzily polegaly na zastosowaniu
edeiny — antybiotyku, ktoéry blokuje rozpoznanie kodonu inicjacyjnego AUG,
przez co zapobiega zatrzymaniu si¢ kompleksu preinicjacyjnego [41]. W obecno$ci edeiny
dochodzito do formowania wzdluz mRNA komplekséw podobnych do polisoméow.
Nastepnie, analiza sedymentacji w gradiencie sacharozy ujawnita, ze s3 to kompleksy
rybosomalne. Okazalo si¢ rowniez, ze pomimo obecnosci edeiny rybosom wigze si¢
do mRNA poprzez jego koniec 5. Na podstawie powyzszych wynikow wstepnie
zaproponowano, ze rybosom wigze si¢ do kapu na koncu 5 mRNA, a nastepnie migruje
wzdluz mRNA dopoki nie napotka na kodon inicjacyjny AUG. Kolejne eksperymenty

udowodnity udziat matej podjednostki rybosomalnej 40S w wigzaniu si¢ do konca 5’ mRNA.

Innym dowodem przemawiajacym za tym, ze podjednostka 40S nie umiejscawia
si¢ bezposrednio w obrebie kodonu AUG tylko migruje liniowo skanujac kazdy nukleotyd
w regionie 5'UTR, bylo wstawienie elementu strukturalnego RNA o stabilnej strukturze
drugorzedowej pomiedzy koncem 5’ a kodonem AUG, ktéra w obecnos$ci edeiny zaktocata
skanowanie [42; 43; 44]. Wspomniana powyzej inhibicja za pomocg stabilnej drugorzedowej
struktury RNA pokazata rowniez, ze podjednostka 40Sw kompleksie preinicjacyjnym
podczas migracji ma ograniczong zdolno§¢ do rozplatania niektorych struktur
drugorzgdowych, poniewaz stabilno$¢ takich elementow strukturalnych nie moze by¢

wigksza niz -50 kcal/mol.
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Ostatecznie, model skaningowy potwierdzity doswiadczenia polegajace na dodawaniu
lub usuwaniu kodonu AUG, co skutkowalo oczekiwanym ,,przesuni¢gciem” miejsca inicjacji
translacji [45]. Wplyw pozycji na wybor kodonu AUG jest takze widoczny, gdy znajdujacy
si¢ powyzej kodonu AUG przypadkowy kodon nie bedacy inicjacyjnym zostaje zamieniony
na AUG. Powoduje to, ze translacja inicjowana jest ze zmutowanego kodonu AUG
znajdujacego si¢ blizej konca 5’, nawet, gdy kolejny kodon AUG umiejscowiony jest

w odlegtosci zaledwie 3-5 nukleotydow i umiejscowiony jest w optymalnym kontekscie [46].

Jak dotagd doktadnie nie wiadomo w jaki sposob odbywa si¢ przesuwanie rybosomu
wzdhuz mRNA. Analiza formowania kompleksu 48S w reakcji polegajacej na odwzorowaniu
uktadu translacyjnego w warunkach in vitro dowiodta, ze skanowanie wymaga odpowiedniej
konformacji kompleksu preinicjacyjnego 43S, ktora zapewnia czynnik inicjacyjny elF1 [47].
W przypadku stabo regionéw nickodujacych 5’, ktore nie posiadajg stabilnych
termodynamicznie motywow strukturalnych, skanowanie nie wymaga hydrolizy ATP
katalizowanej przez elF4A, w kompleksie elF4F, aczkolwiek obecnos$¢ elF4A, elF4B i elF4E
wplywa stymulujaco na migracj¢ kompleksu reinicjacyjnego. Skanowanie regionéow 5'UTR
zawierajacych  elementy  struktury drugorzedowej nawet o matej stabilnosci
termodynamicznej wymaga obecno$ci elF4F, ktora jest kluczowa dla migracji

oraz stymuluje aktywno$¢ ATPazy i RNA helikazy.

2.1.4. Kontekst kodonu inicjacyjnego

Wieloletnie i rzetelne badania prowadzone przez Marilyn Kozak pokazaty,
ze u organizmOw eukariotycznych duzy wptyw na rozpoznanie kodonu inicjacyjnego AUG
przez kompleks reinicjacyjny 43S ma sekwencja otaczajgca [7]. Okre§lona przez nig
sekwencja konsensusowa GCCRCCAUGG (gdzie R oznacza puryng) w obrebie ktorej
umiejscowiony jest kodon AUG nazywana jest ,sekwencja Kozak”. Dalsze badania
doprowadzily do wydtuzenia zaproponowanej sekwencji Kozak o nukleotydy GCC
w pozycjach -4, -5 i -6. Najbardziej konserwatywnag jest reszta nukleotydowa w pozycji -3
(czyli 3 nukleotydy powyzej kodonu AUG gdzie reszta A oznaczana jest jako +1),
ktérg zazwyczaj jest adenozyna lub guanozyna. Duze znaczenie dla inicjacji translacji
ma takze wystepowanie guanozyny w pozycji +4 (czyli bezposrednio ponizej kodonu AUG).
Wprowadzenie mutacji w pozycje -3 i +4 silnie ostabialy inicjacje translacji [30; 48].

Na podstawie wystepowania reszt nukleotydowych w pozycjach -3 i +4 okre$la si¢ kontekst

30



Wstep

kodonu AUG jako silny Iub optymalny (gdy sa to reszty -3A/G 1 +4G)
lub staby (gdy we wspomnianych pozycjach znajduja si¢ inne reszty nukleotydowe).
Poczatkowo uwazano, ze sekwencja Kozak jest kluczowa dla zachodzenia wydajnej inicjacji
translacji u wszystkich Eukariota. Jednakze, okazato si¢, ze w przypadku mRNA kregowcow
ograniczona liczba kodonéw AUG umiejscowiona jest w obrebie sekwencji Kozak [49].
Sposrod analizowanych 2595 mRNA zaledwie 0,2% zawierato sekwencje konsensusowa
GCCGCCA/GCCAUGG [50]. Ponadto mRNA, w ktorych kodon AUG umiejscowiony byt
w obrebie GCCGCCA/GCCAUGG, kodowaty biatka wystepujace w komorce w duzej ilosci.
Z tego wzgledu wedlug niektérych badaczy nazywanie sekwencji konsensusowej optymalng
jest mylace [51] .Rowniez okreslenie ,,sekwencja optymalna” nie koniecznie oznacza
maksymalna, tylko ,,najlepsza” dla danego mRNA, z ktérego moze po wstawac biatko bedace
na niskim poziomie w komorce [49]. Wedlug Nakagawy i wspotautorow [51] podczas
wczesniejszych badan nad preferowang sekwencja wokot kodonu AUG, analizowano zbyt
matg liczbe gendw i gatunkow oraz nie wzigto pod uwage zroznicowanej zawartosci par G-C
I A-T w genomach réznych gatunkow. Opisywany wczesniej negatywny wptyw substytucji
W pozycji -3 na inicjacj¢ translacji u Eukariota nie zostal potwierdzony w przypadku
Saccharomyces cerevisiae [52]. W celu weryfikacji sekwencji Kozak, porownywali szereg
sekwencji otaczajacych kodon AUG na podstawie informacji pochodzacych z analizy catych
genomow roznych gatunkow ssakow, grzybow, roslin i Protista. Analiza sekwencji ponad 200
tysiecy gendéw u 47 gatunkow pokazata, ze preferowana sekwencja wokot kodonu AUG rézni

si¢ w zaleznosci od gatunku (Tabela 2.).

Tabela 2. Kontekst kodonu AUG u réznych organizmow (na podstawie [49; 51]).

genow
Rosliny jednoliscienne GCGGCA/CA/GA/ICCAUGGCU 1127
Rosliny dwuliScienne AAAAAAAAICAAUGGCU 3643
Drosophilamelanogaster ACAACCAAAAUGGC 192
Bezkregowce UAAAUA/CACCAUGA/GC 155
Saccharomyces cerevisiae AAAAAAAAAAUGUC 461
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Okazato sie, ze A/G w pozycji -3, AIC w pozycji -2 i C w pozycji +5
sa konserwatywne dla r6znych organizméw eukariotycznych oraz, ze A/G w pozycji -3 ma
najwieksze znaczenie dla inicjacji translacji 1 zazwyczaj dotyczy genow ulegajacych wysokiej
ekspresji [51]. Dodatkowym dowodem na istotne znaczenie G w pozycji -3 jest opisane przez
Pisarev’a i wspotpracownikoéw [53] oddziatywanie tej reszty z podjednostka a czynnika elF2.
Zaobserwowano znaczacy wptyw reszt +5A lub +5C na inicjacje translacji u ssakow 1 roslin.
W przypadku kregowcow i grzybow w pozycji +4 wystepuje U zamiast G, co moze oznaczaé,
ze +4G nie jest charakterystyczng pozycja dla wszystkich Eukariota oraz ze reszta ta ma
mniejsze znaczenie dla inicjacji translacji. Nie tylko wystgpowanie okreslonych reszt
nukleotydowych w poszczegdlnych pozycjach wplywa na wydajnos¢ translacji, ale rowniez
obecno$¢ powtorzen G lub A wokot kodonu AUG [51]. Na przyklad, preferencja
do wystepowania powtorzen A u roslin dwuliSciennych i S.cerevisiae jest skorelowana z duza
zawartoscig par AT w ich genomach. Réznice sekwencji otaczajacej kodon inicjacyjny AUG
odzwierciedlaja ewolucyjne powigzania pomiedzy gatunkami oraz sugeruja wystepowanie

odmiennych mechanizméw rozpoznawania kodonu AUG w zaleznosci od gatunku.

W rozpoznawaniu kodonu inicjacyjnego w zaleznosci od otaczajacego go kontekstu
bierze udzial czynnik elF1, ktory wchodzi w sktad kompleksu preinicjacyjnego 43S [47].
elF1 odpowiada za zdolno$¢ kompleksu 43S do identyfikacji odpowiedniego kodonu
inicjacyjnego oraz dyskryminowania AUG w otoczeniu stabego kontekstu. Kiedy kompleks
43S pozbawiony jest elF1 traci zdolno$¢ inicjowania translacji z kodonu AUG, wskutek
czego moze zatrzymywac si¢ w obrebie kodonéw AUU lub GUG. Czynnik elF1 ma zdolnos¢
oddysocjowania od kompleksu inicjacyjnego 48S, utworzonego w obrebie kodonu AUG
znajdujacego si¢ w stabym kontekScie 1 powyzej odpowiedniego kodonu AUG.
Prowadzi to do powstania stabilnego kompleksu 48S po rozpoznaniu odpowiedniego kodonu

AUG znajdujacego si¢ ponizej] w sekwencji 1 bedacego w silnym kontekscie Kozak.

2.1.5. Alternatywne mechanizmy inicjacji translacji zaleznej od kapu

W badaniach nad mechanizmem skaningowym wykorzystywano mRNA,
ktore posiadaly regiony S5'UTR nie tworzace stabilnych struktur drugorzedowych
oraz o ograniczonej dlugosci (do 150 nukleotydéw) oraz kodon inicjacyjny AUG
umiejscowiony w obrebie optymalnego kontekstu [5]. Powyzsze cechy charakteryzuja

mRNA, z ktérych w sposob ciggly powstaja duze ilosci bialek w komorce. Niektore mRNA,
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szczegblnie te kodujace biatka regulatorowe, np. cytokiny, kinazy czy czynniki wzrostu
ulegaja translacji na niskim poziomie, poniewaz ich zwigkszona ekspresja moze mie¢
szkodliwy wpltyw na procesy komorkowe. Jest to mozliwe dzigki wystepowaniu
w ich regionach 5'UTR elementéw strukturalnych, ktore naturalnie inhibujg translacje [54].
Regiony 5'UTR mRNA ulegajacych translacji na niskim poziomie, charakteryzuja si¢ wysoka
zawartoscig par G-C, co prowadzi do formowania stabilnych termodynamicznie struktur
drugorzedowych oraz zawierajg dodatkowe kodony inicjacyjne AUG poprzedzajace wlasciwy
kodon AUG. W przypadku takich mRNA kompleks preinicjacyjny 43S réwniez migruje
wzdtuz mRNA w poszukiwaniu kodonu inicjacyjnego AUG, ale struktura drugorzgdowa
regionu 5'UTR i inne kodony AUG sprawiaja, ze mechanizm skaningowy rézni si¢ nieco
od standardowego. Z tego wzgledu, zaproponowano alternatywne mechanizmy inicjacji
translacji zaleznej od kapu na koncu 5’ mRNA, do ktorych zaliczamy: skaning przeciekowy,

wznowienie inicjacji (reinicjacja) i nieliniowg migracj¢ rybosomu.

2.1.5.1. Skaning przeciekowy (ang. leaky scanning)

Model skaningowy =zakltada, Zze kompleks rybosomalny 43S inicjuje translacje
od kodonu AUG zlokalizowanego najblizej konca 5’ [2]. Jesli jednak kodon AUG znajduje si¢
w stabym kontek$cie Kozak, moze zosta¢ pominigty przez kompleks 43S, ktory inicjuje
translacj¢ z kolejnego kodonu AUG polozonego w obrebie silniejszego kontekstu.
W zaleznosci od otoczenia AUG czg$¢ lub wszystkie kompleksy rybosomalne 43S ignoruja
pierwszy od konca 5’ kodon AUG. Gdy znajduje si¢ on w kontek$cie suboptymalnym
ANNAUGN lub GNNAUGG (gdzie N oznacza dowolny nukleotyd), wowczas cze$é
kompleksow rybosomalnych 43S inicjuje translacje a reszta migruje dalej w poszukiwaniu

kodonow AUG zlokalizowanych w silniejszym kontekscie Kozak (Rys. 3).

\ P} UAG J AAAAAAAA
N

@D —— @D

Rys. 3 Inicjacja translacji wedtug modelu skaningu przeciekowego. Kompleks rybosomalny podczas
skanowania mRNA moze pomija¢ niektdre kodony inicjacyjne AUG i inicjowaé translacj¢ z kodonow
AUG potozonych dalej w kierunku 3’ konica mRNA (na podstawie [2]).
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Catkowity skaning przeciekowy ma miejsce, gdy wszystkie kompleksy rybosomalne
pomijaja pierwszy od konca 5" mRNA kodon AUG, poniewaz jest on umiejscowiony
w stabym kontek$cie Kozak, czyli takim, ktory nie posiada w pozycji -3 reszty puryny (R)
ani guanozyny w pozycji +4. Zaobserwowano, ze wprowadzenie stabilnego elementu
struktury drugorzedowej ponizej pierwszego AUG, pomimo stabego kontekstu Kozak
umozliwia inicjacj¢ translacji dzigki spowolnieniu migracji kompleksu rybosomalnego 43S
i doktadniejszemu parowaniu zasad pomiedzy kodonem AUG i antykodonem w Met-tRNAI.
Translacja wedlug mechanizmu skaningu przeciekowego zachodzi rowniez, gdy kompleks
rybosomalny inicjuje syntez¢ biatka z kodonoéw alternatywnych, czyli innych niz AUG,
np. CUG, ACG czy GUG, ktéore poprzedzaja wlasciwy kodon inicjacyjny AUG.
Dzieje si¢ tak w przypadku drozdzowego mRNA kodujacego syntetaze glicylo-tRNA,
w  ktorym pierwszym kodonem inicjacyjnym jest kodon UUG [55], [51].
Kodon ten umiejscowiony jest w silnym dla drozdzy kontekscie AAAAAUUGT, z ktérego
syntetyzowana jest mitochondrialna izoforma syntetazy glicylo-tRNA. Natomiast, z ponizej
potozonego kodonu AUG =znajdujacego si¢ w kontekScie AAAAGAAUGA, powstaje
izoforma cytoplazmatyczna [55]. Istnieja roéwniez rzadkie przypadki skaningu przeciekowego,
gdy pomimo silnego kontekstu wokot pierwszego kodonu AUG zostaje on pominigty przez

kompleksy rybosomalne, poniewaz znajduje si¢ zbyt blisko konca 5’ mMRNA [6].

Inicjowanie translacji z kodonu AUG zlokalizowanego w stabym konteksScie
lub kodonu innego niz AUG w otoczeniu optymalnego kontekstu, prowadzi do syntezy
dwoch biatek z jednego mRNA. Jezeli kodon, z ktérego rozpoczyna si¢ translacja wedlug
mechanizmu przeciekowego znajduje si¢ w tej samej ramce odczytu, co gldéwny kodon AUG,
z ktorego translacj¢ inicjuje wigkszo$¢ rybosomdw to powstajace biatka roznig si¢ jedynie
dtugoscia 1 zazwyczaj pelnig podobng funkcje w roznych organellach komoérkowych.
Dzieje si¢ tak w przypadku biatka p43, ktore wiaze tRNA w kompleksie MARS
(ang. multi-aminoacyl-tRNA synthetase complex) [56]. mRNA kodujacy ludzkie biatko p43
posiada dwa kodony AUG w tej samej ramce odczytu. Z pierwszego kodonu AUG
syntetyzowana jest forma mitochondrialna biatka p47. Poniewaz kodon ten umiejscowiony
jest w stabym kontek$cie UUCAUGA (-3U, +4A), wickszo$¢ kompleksow rybosomalnych
pomija go i rozpoczyna translacje cytoplazmatycznej izoformy p43 z kolejnego kodonu AUG
w silniejszym kontek$cie AAAAUGG (-3A, +4G) [57]. Wydajnos¢ inicjacji translacji
z poszczegolnych kodondéw odzwierciedla poziom obu izoform w komorce, poniewaz p47

w mitochondrium stanowi 1-2% formy cytoplazmatycznej p43. Podobny przypadek
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reprezentuje mRNA kodujacy RNaze HI1, ktory rowniez zawiera dwa kodony AUG [58].
Na skutek translacji z pierwszego AUG powstaje dluzsze biatko posiadajace na koncu
aminowym sygnat kierujacy do mitochondrium. Natomiast z oddalonego o 83 nukleotydy
kodonu AUG wydajniej syntetyzowana jest cytoplazmatyczna izoforma RNazy H1,

ktora odpowiada za 90% aktywnosci RNazy H w komorce [58].

Rowniez wiele bialek wirusowych powstaje na drodze skaningu przeciekowego.
Wiele wirusowych mRNA zawiera czeSciowo zachodzace na siebie ramki odczytu,
ktore kodujg biatka pelnigce odmienne funkcje. Na przyktad, mMRNA wirusa Andes koduje
biatko nukleokapsydu N oraz biatka niestrukturalne biorgce udzial w patogenezie [59].
Poniewaz kodon AUG dla biatka N otoczony jest suboptymalnym kontekstem GGAAUGA,
wiekszos¢ rybosomow nie rozpoznaje go i inicjuje synteze biatka NS z kolejnego kodonu
AUG zlokalizowanego réwniez w suboptymalnym kontekscie AGGAUGC. Z kolei segment
genomowy S1 ptasiego reowirusa koduje tricistronowy mRNA, zawiera trzy otwarte ramki
odczytu, ktore rowniez cze$ciowo si¢ pokrywaja [60]. Z potozonego najblizej konca 5’
MRNA kodonu AUG powstaje biatko transblonowe pl0, z drugiego kodonu AUG
syntetyzowane jest jadrowo-cytoplazmatyczne biatko pl17, a z ostatniego kodonu AUG —
bialko strukturalne nukleokapsydu 6C. Poniewaz pierwszy i drugi kodon AUG znajduja
si¢ odpowiednio w otoczeniu sekwencyjnym UCGAUGC i ACAAUGC, sa one pomijane

przez cze$¢ migrujacych wzdluz mRNA kompleksow rybosomalnych.

2.1.5.2. Wznowienie inicjacji translacji (reinicjacja)

Wznowienie inicjacji translacji (lub reinicjacja, ang. reinitiation) dotyczy mRNA
zawierajacych krotkg otwartg ramke odczytu uORF (ang. upstream open reading frame) przy
koncu 5', z ktorej powstaje krotki peptyd. Kiedy kompleks rybosomalny napotka na kodon
terminacyjny na koncu uORF duza podjednostka rybosomalna 60S oddysocjowuje,
a mata podjednostka w kompleksie 43S pozostaje ciagle zwigzana z mRNA.
Kompleks preinicjacyjny 43S wznawia translacj¢ pelnej dtugosci biatka kodowanego przez

gtowng ramke odczytu ORF (Rys. 4) [6; 54].
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Rys. 4 Inicjacja translacji zaleznej od kapu wedlug modelu reinicjacji. Po ukonczeniu syntezy peptydu
kodowanego przez uORF kompleks rybosomalny wznawia translacje gtéwnej ramki odczytu
kodujacej biatko petnej dtugosci (na podstawie [2]).

Zdolnos¢ eukariotycznego rybosomu do wznowienia translacji jest ograniczona przez
dlugos¢ uORF, ktora nie powinna przekracza¢ 30 nukleotydow [61]. Wedtug danych
literaturowych wznowienie translacji nast¢puje najczesciej po translacji 10-12 kodondw,
przy czym po wydluzeniu do 33 kodondéw jej wydajnos¢ znaczgco spada [62].
Prawdopodobnie jest to spowodowane utrata czynnikow inicjacyjnych wraz z ich stopniowym
uwalnianiem z  kompleksu podczas wydtuzajacej si¢ fazy elongacji  [62].
W  przypadku niektorych transkryptow, krotkie otwarte ramki odczytu o dlugosci
przekraczajacej 33 kodony silnie ostabiajg reinicjacje, a co za tym idzie translacj¢ biatka
z glownej ramki odczytu. Na przyktad, mysi transkrypt dla Snurf-Snrpn posiada uORF
o dhugosci 71 kodonow, ktora inhibuje translacj¢ potozonej ponizej ORF dla ANRPN [63].
Czesto$¢ reinicjacji wzrasta wraz ze zwigkszajaca si¢ odlegloscia migdzy krotka,
a gléwng ramka odczytu [50]. Zjawisko to jest zwigzane z mozliwoscia ponownego
pozyskania przez matg podjednostke 40S inicjatorowego Met-tRNAI oraz wzrostem stgzenia

elF2-GTP, bez ktorych kodon AUG nie zostanie rozpoznany.

Rola krotkich otwartych ramek odczytu polega na zapobieganiu translacji pelnej
dlugos$ci biatka, kodowanego przez gtéwnag ramke odczytu. W przypadku wirusow uORF
umozliwiaja szybkie przestawienie z translacji na replikacj¢, podczas ktorej wirusowy RNA
nie moze pozosta¢ zwigzany z rybosomami. Natomiast w przypadku mRNA komoérkowych
chodzi o inhibicje translacji bialek takich jak czynniki wzrostu czy onkogeny, ktorych zbyt
duza ilo$¢ moglaby niekorzystnie wptywa¢ na komorkeg. Przyktadem regulacji translacji
za pomocg UORF jest translacja czynnika transkrypcyjnego C/EBPJ, ktory bierze udzial
w regulacji réznicowania i podzialow wielu typow komorek (Rys. 5) [64]. mMRNAC/EBPf

posiada trzy kodony AUG, z ktorych inicjowana jest translacja trzech izoform: najdtuzszej
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izoformy A, izoformy B1 o aktywnosci czynnika transkrypcyjnego i najkrotszej izoformy C,
ktoéra inhibuje transkrypcje.

agcAUGc...UAG
uucAUGc cccAUGg gccAUGg
izoforma A izoforma B1 izoforma C
40-kDa (petnej dtugosci) 35-kDa "LAP" 20-kDa "LIP"

(aktywuje transkrypcje) (inhibuje transkrypcije)

Rys. 5 W obrgbie mRNA C/EBPB znajdujg si¢ trzy kodony AUG umiejscowione w roéznych
kontekstach. Dodatkowo, uORF pomiedzy pierwszym i drugim kodonem AUG stanowi kolejny

.....

z poszczegblnych kodondow AUG. Szczegotowy opis w tekscie (na podstawie [54]).

Pomiedzy pierwszym i drugim kodonem AUG obecna jest uORF, ktorej kodon STOP
znajduje si¢ blisko drugiego kodonu AUG dla izoformy B1l. Wigkszo$¢ rybosomow konczy
translacj¢ po napotkaniu na kodon STOP, co sprawia, ze drugi kodon AUG zostaje pomini¢ty
a translacja zostaje wznowiona dopiero po rozpoznaniu kolejnego kodonu AUG dla izoformy
C [64].

Przypuszcza si¢ rdwniez, ze w wyniku reinicjacji moze powstawaé krotsza izoforma
biatka p53 — ANp53 (Rys. 6) [13]. Biatko p53 jest czynnikiem transkrypcyjnym, ktory
zaangazowany jest w napraw¢ DNA, indukcje apoptozy czy regulacje cyklu komorkowego.
Natomiast izoforma ANp53 stanowi negatywny regulator aktywnosci biatka p53.
Zidentyfikowano transkrypt, w ktorym na skutek alternatywnego sktadania zostat zachowany

intron 2, i w ktorym dochodzi do powstania krotkiej ramki odczytu.
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AN-p53

Rys. 6 Synteza izoformy ANp53 z mRNA z zachowang sekwencjg intronu 2 wedlug mechanizmu
reinicjacji. Kolorem szarym oznaczono regiony 5 i 3' UTR. AUG - kodony inicjacyjne,
UGA — kodony STOP. Szczegoty w tekscie.

Obecnos¢ sekwencji intronu 2 zawierajacego kodon STOP powoduje, ze zamiast translacji
pelnej dlugosci biatka p53 =z uORF powstaje 25 aminokwasowy peptyd.
Po jego zsyntetyzowaniu, duza podjednostka 60S odtacza si¢ od mRNA na skutek obecnos$ci
w obrgbie intronu 2 kodonu STOP. Nastepnie, zwigzany z mRNA kompleks 43S inicjuje
translacje izoformy ANp53 z potozonego ponizej kodonu AUG. Pomimo umiejscowienia
kodonu AUG dla ANp53 w optymalnym kontekscie Kozak, wydajnos¢ syntezy tej izoformy
biatka p53 jest bardzo niska. Niekiedy powstajace z uORF peptydy oddziatuja z rybosomom
i blokujg hydroliz¢ peptydu z peptydylo-tRNA, wskutek czego rybosom zostaje uwigziony
w miejscu kodonu STOP [4].

2.1.5.3. Nieliniowa migracja rybosomu (ang. discontinous scanning, shunting)

Model skaningowy zaklada, ze kompleks rybosomalny dzigki aktywnosci helikazowej
ma zdolno$¢ rozplatania motywow struktury drugorzedowej w regionie S5'UTR.
Jednak w przypadku niektorych transkryptow posiadajacych motywy strukturalne o duzej
stabilno$ci termodynamicznej rybosomy przerywaja liniowa migracje wzdluz mRNA,

omijajac znaczng cze¢s¢ regionu S'UTR (Rys. 7) [15].
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Rys. 7 Inicjacja translacji wedlug modelu przeniesienia rybosomu. Kompleks rybosomalny pomija
regiony tworzace stabilne struktury drugorzedowe w obregbie regionu 5'UTRbez ich rozplatania
i inicjuje translacje z potozonej dalej w kierunku 3' RNA gtéwnej ramki odczytu (na podstawie [2]).

Ten nietypowy mechanizm zostat odkryty u enterowiruséw 1 wigkszo$ci ro§linnych
pararetrowirusOw. Molekularny mechanizm nieliniowej migracji rybosomu byl intensywnie
badany na przyktadzie rodziny Caulimoviridae nalezacej do roslinnych pararetrowirusow.
Caulimoviridae posiadaja genom w formie DNA, ktorego replikacja zachodzi w dwoch
etapach. Najpierw w reakcji transkrypcji katalizowanej przez komérkowa polimeraze RNA
powstaje pregenomowe RNA, ktory nastepnie przepisywany jest na DNA w reakcji odwrotne;j
transkrypcji przez wirusowg odwrotng transkryptaze. Jak wszystkie RNA Caulimoviridae,
RNA wirusa mozaiki kalafiora CaMV posiada kap na koncu 5’ oraz diugi, zawierajacy
motywy stabilne termodynamicznie motywy strukturalne region 5'UTR (Rys. 8).
Posiada on takze kilka otwartych ramek odczytu, z ktorych jedna umiejscowiona jest blisko
konca 5" 1 podlega kap-zaleznej translacji wedlug mechanizmu skaningowego.
Centralna czes¢ regionu 5'UTR formuje zlozong strukture drugorzedowa typu spinki
o dlugosci ponad 400 nukleotydéw. Ten fragment czasteczki nie podlega skanowaniu i zostaje
pominigty przez kompleks rybosomalny, ktory inicjuje translacj¢ z potozonej dalej otwarte;
ramki odczytu [65]. Podstawa struktury typu spinki sktada si¢ z 138-nukleotydowego,
dwuniciowego trzonu, ktory nadaje jej wysoka trwatos¢ termodynamiczng, przez co ten

fragment czasteczki jest wykluczony z procesu translacji.
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Rys. 8 Mechanizm przeniesienia rybosomu na przyktadzie modelu struktury regionu 5 UTR RNA
wirusa CaMV (na podstawie [66]).

Struktura spinkowa bierze natomiast udzial w procesie replikacji, a jej koniec formuje
motyw o ksztatcie podobnym do liscia koniczyny, ktory podczas enkapsydacji oddziatuje z
wirusowym biatkiem ptaszcza. Dzigki temu dwa kluczowe dla cyklu zyciowego wirusa
procesy mogg zachodzi¢ rownolegle. Szczegdétowe badania translacji wirusa CaMV pokazaty,
ze kombinacja krotkich otwartych ramek odczytu oraz pozycja spinki warunkujg wydajnos¢
nieliniowej migracji rybosomu. Krotka ramka odczytu na koncu 5’ wirusowego RNA
0 dhlugosci  2-15 kodondéw, polozona w  odleglosci  5-10  nukleotydow
od struktury spinki silnie stymuluje jej omijanie przez rybosom. Analiza inhibicji odwrotnej
transkrypcji przez kompleksy rybosomalne tzw. ,,odcisk palca” (ang. toe-printing) pokazata,
ze rybosom migruje na odcinku 12-13 nukleotydow za kodonem STOP na koncu uORF [67].
Doktadny mechanizm przeniesienia rybosomu na drugg strong struktury spinkowej nie zostat

doktadnie poznany. Sugeruje si¢, ze po napotkaniu struktury typu spinki, duza podjednostka
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rybosomalna oddysocjowuje od RNA (Rys. 7). Natomiast mata podjednostka 40S
nie rozplatajac struktury spinkowej, zostaje przeniesiona na jej drugg strong, przy czym
odcinek znajdujacy si¢ za spinkg musi by¢ polozony w tej samej ptaszczyznie co region przed
spinkg [65]. Poniewaz przeniesienic rybosomu wymaga krotkiej otwartej ramki odczytu,
niektorzy traktuja nieliniowa migracj¢ rybosomu jako wyjatkowy przypadek reinicjacji [66].
Ten model inicjacji translacji jest spotykany nie tylko u wiruséw, ale takze w systemie

ro$linnym, drozdzowym i zwierzecym [4].

2.2. Regulacja inicjacji translacji

Proces translacji jest intensywnie kontrolowany i regulowany na kazdym z etapow.
Regulacja na poziomie translacji, szczegdlnie na wczesnych jej etapach umozliwia znacznie
szybszg odpowiedz komorki na czynniki stresowe w poréwnaniu z regulacja na poziomie
transkrypcji oraz pozwala dostosowac si¢ do zmiennych warunkoéw. Czynniki stresowe takie
jak: zmiany temperatury, promieniowanie, uszkodzenie DNA, infekcja wirusowa czy stres
oksydacyjny powoduja, ze catkowita translacja w komorce zostaje zahamowana w ciggu kilku
minut. Dzigki temu komoérka oszczedza energie w postaci ATP i GTP, ktéra w 50%
wydatkowana jest na translacje [68]. Nieprawidtowe funkcjonowanie elementdw maszynerii
translacyjnej, ktore uczestnicza w kontroli tego procesu, prowadzi do transformacji
komorkowej oraz roznego rodzaju nowotworow [6]. Catkowita inhibicja translacji w komorce
pozwala ograniczy¢ synteze biatek, ktore moglyby utrudnia¢ odpowiedZz komorki na stres.
Inhibicja translacji nie dotyczy wszystkich biatek w komorce, jest jedynie silnie ograniczona
do tych, ktore biorg udziat w odpowiedzi komoérki na zaistniale warunki.
Mechanizmy kontrolujace translacj¢ polegaja na zmianie stanu ufosforylowania
lub proteolitycznego cigcia czynnikow inicjacyjnych oraz oddziatujacych z nimi biatek

regulatorowych [3].
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2.2.1. Fosforylacja czynnikow inicjacyjnych

2.2.1.1. Fosforylacja elF2

Czynnik inicjacyjny elF2 zasocjowany z GTP poprzez wigzanie inicjatorowego
Met-tRNAi dostarcza go do matej podjednostki rybosomalnej 40S. Przytaczanie GTP do elF2
jest etapem, ktory limituje szybko$¢ powstawania kompleksu GTP-elF2-Met-tRNAIi [68].
Po rozpoznaniu kodonu AUG GTP ulega hydrolizie, a elF2 opuszcza mata podjednostke
rybosomalng 40S jako GDP-elF2 [3]. Regeneracja elF2 polegajaca na wymianie GDP na GTP
wymaga czynnika wymieniajacego nukleotyd guaninowy elF2B. W warunkach stresowych
dochodzi do fosforylacji podjednostki o czynnika elF2. Prowadzi to do wzrostu
powinowactwa elF2B do elF2, przez co GDP nie zostaje wymieniony na GTP (Rys. 9).
Powstanie nieaktywnego kompleksu elF2B-elF2 ostatecznie zapobiega formowaniu

kompleksu GTP-elF2-Met-tRNAI i inhibuje translacj¢ wigkszosci komorkowych mRNA.

nieaktywny kompleks
elF2-elF2B

elF2 5
inicjacja translacji fosforyalacja elF2a

trojsktadnikowy kompleks -
GTP-elF2-Met-tRNAI
elF2

{ 215 GDP
@

aktywny elF2

Rys. 9 Fosforylacja podjednostki o czynnika eIF2 prowadzi do silnego zwigzania z biatkiem eIF2B,
wskutek czego wzrasta poziom elF2-GDP w komorce, ktoremu towarzyszy zmniejszenie puli
GTP-elF2-Met-tRNAI (na podstawie [3]).

Podczas stresu aktywowanych jest wiele kinaz, ktore fosforyluja elF2a,
m. in. aktywowana niedoborem hemu kinaza HRI, kinaza GCN2 aktywowana niedoborem
aminokwasow, kinaza PKR aktywowana przez dwuniciowy RNA oraz kinaza PERK,
ktora fosforyluje elF2 podczas stresu w retikulum endoplazmatycznym. U ssakéw i drozdzy
podczas niedoboru aminokwaséw, kiedy dochodzi do akumulacji tRNA, aktywowana

jest kinaza GCN4. Pomimo zahamowania catkowitej syntezy bialek w komorce, translacja
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mRNA GCN4 jest wowczas stymulowana. Tak wigc, synteza GCN4 jest przyktadem
selektywnej translacji, podczas gdy elF2a. jest fosforylowany (Rys. 10) [69].

W kontroli translacji mRNA kinazy GCN4 biorg udziat cztery uORF zlokalizowane
powyzej kodonu AUG dla biatka GCN4 (Rys. 11). Kiedy poziom fosforylacji elF2a
jest niski, kompleks rybosomalny reinicjuje translacj¢ z kolejnych uORF, jednak nie jest
w stanie rozpocza¢ syntezy biatka GCN4, kodowanego przez gldéwng ramke odczytu potozong
dalej w kierunku 3" mRNA. Natomiast, gdy elF2a jest ufosforylowany, uORF 2, 3 i 4
sg pomijane przez kompleksy rybosomalne, a translacja inicjowana jest z kodonu dla GCN4.
Jest to spowodowane niskim poziomem GTP-elF2-Met-tRNAi oraz wolniejszym

formowaniem kompleksow rybosomalnych po zakonczeniu translacji pierwszej uORF [69].

fosforylacja elF2a.
niskie stezenie kompleksu GTP-elF2-Met-tRNAi

Rys. 10 Mechanizm regulacji translacji mRNA GCN4 w warunkach niedoboru aminokwasow.
W normalnych warunkach translacja inicjowana jest z kolejnych uORF, natomiast nie z ramki odczytu
dla GCN4. Podczas niedoboru aminokwasow, na skutek fosforylacji elF2o i niskiego poziomu
GTP-elF2-Met-tRNAI, kompleksy rybosomalne pomijaja uORF i inicjuja translacj¢ z gtéwnej ramki
odczytu dla GCN4 (na podstawie [3]).
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elF2o. jest takze fosforylowany przez kinaze¢ PERK podczas nagromadzenia
w retikulum endoplazmatycznym nieprawidtowo sfaldowanych biatek. W tych warunkach
nasila si¢ translacja czynnika transkrypcyjnego ATF4, ktory aktywuje transkrypcje genow
zaangazowanych w odpowiedz na pojawienie si¢ niesfaldowanych biatek. Region 5’ UTR
mRNA ATF4 zawiera rowniez kilka uORF, z ktorych jedna czesciowo pokrywa si¢ z ORF
dla ATF4. Niski poziom GTP-elF2-Met-tRNAIi na skutek fosforylacji elF2a powoduje,
ze kompleksy rybosomalne pomijaja uORF i inicjuja translacjc ATF4. W warunkach
fizjologicznych, gdy elF2a nie jest fosforylowany i tworzy aktywne kompleksy z GTP
I Met-tRNAi, kompleksy rybosomalne inicjuja translacje jedynie z uORF, wskutek czego
nie powstaje czynnik ATF4.

2.2.1.2. Oddziatywanie 4E-BP z elF4E

Wydajnos¢ translacji w komorce zalezy takze od dostepnosci czynnika inicjacyjnego
elF4E, ktory bierze udzial w inicjacji translacji poprzez wigzanie kapu na koncu 5" mRNA.
Podczas inicjacji translacji eIF4E wigze si¢ rowniez z czynnikiem elF4G. Wigzanie to zostaje
zaktocone, kiedy z eIF4E oddzialuja z bialkkami 4E-PB (biatka wigzace elIF4E,
ang. elF4E-binding proteins) (Rys. 11).

5 lub @ zahamowanie translacji

"
=
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aktywacja translacji

Rys. 11 Rola biatka wigzacego elF4E, 4E-BP w regulacji translacji. Biatko 4E-BP poprzez wigzanie
elF4E zapobiega jego oddziatywaniu z elF4G, co prowadzi do zahamowania kap-zaleznej inicjacji
translacji. Z kolei, na skutek fosforylacji 4E-BP dochodzi do uwolnienia elF4E, ktéry moze
oddziatywa¢ z elF4G i tworzy¢ aktywny translacyjnie kompleks inicjacyjny (na odstawie [3]).
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Sita tego oddzialywania zalezy od stopnia fosforylacji 4E-BP [70]. Biatka 4E-BP
sg fosforylowane przez kinaz¢ mTOR (ang. mammalian target of rapamycin kinase)
w obecnosci insuliny i czynnikow wzrostu [71]. Biatka 4E-BP w formie hipofosforylowanej
wykazuja silne powinowactwo do eIF4E, co zapobiega oddziatywaniu elF4E z elF4G
i ostatecznie inhibuje translacje. Z kolei hiperfosforylacja bialek 4E-BP prowadzi
do uwolnienia czynnika eIF4E, ktory znowu moze oddzialywaé¢ z elF4G i uczestniczy¢

w inicjacji translacji (Rys. 11).

Oprocz 4E-BP zidentyfikowano réwniez inne biatka oddziatujagce z eIF4E.
Jednym z nich jest biatko Maskin, ktére wspdtzawodniczy z elF4G o miejsce wigzania do

elF4E (Rys. 12) [3].

3'_ CPE e ——

Rys. 12 Bialko Maskin poprzez oddziatywanie z elF4E zapobiega wiazaniu elF4G i tworzeniu
kompleksu wigzacego kap, elF4F. Wigzanie biatka Maskin do mRNA jest stymulowane przez biatko
CPEB, ktore specyficznie rozpoznaje cytoplazmatyczny sygnat poliadenylacji CPE w regionie 3'UTR
MRNA (na podstawie [3]).

Biatko Maskin oddziatuje réwniez z biatkiem CPEB (ang. cytoplazmic polyadenylation
element binding protein), ktore wiaze si¢ do bogatych w reszty urydynowe elementow CPE
obecnych w regionie 3'UTR. W ten sposob biatko Maskin inhibuje translacje mRNA, ktore
zawieraja elementy CPE podczas dojrzewania oocytow u kregowcOw oraz na wczesnych

etapach ich rozwoju.
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2.2.2. Proteolityczne ciecie czynnikéw inicjacyjnych
2.2.2.1. Proteolityczne ciecie elF4G

Proces translacji moze by¢ regulowany nie tylko poprzez modyfikacje czynnikéw
inicjacyjnych, ale takze na drodze proteolizy. Taka strategia spotykana jest bardzo cze¢sto
u wirusow, ktére daza do maksymalnego wykorzystania elementdéw maszynerii translacyjnej
komorki, poprzez inhibicj¢ translacji komorkowych mRNA. W przypadku niektérych RNA
wirusow, takich jak Picornaviridae lub Retroviriade, translacja zachodzi wedtug mechanizmu
niezaleznego od kapu 1 nie wymaga udzialu niektérych czynnikow inicjacyjnych.
Trawienie czynnika e[F4G przez proteazg 2AP™ wirusa Polio prowadzi do usunigcia miejsca
wigzacego czynnik elF4E. Jednak przecigty elF4G, dzigki zachowanemu C-koncowemu
fragmentowi nadal wykazuje zdolno$¢ wigzania czynnika elF3 i1 elF4A. Poniewaz RNA
wirusa Polio nie posiada kapu na koncu 5’ jego translacja zachodzi niezaleznie od kapu,
wedtug mechanizmu wewnetrznej inicjacji. Jednakze, pozostawiona C-koncowa czes$¢ biatka
elFAG ufatwia translacje wirusa Polio, poniewaz umozliwia oddzialywanie z mala
podjednostka rybosomalng 40S [72]. Na skutek proteolizy elF4G czynnik ten nie moze
uczestniczy¢ w tworzeniu aktywnego kompleksu elF4E, co prowadzi do inhibicji
kap-zaleznej translacji komorkowych mRNA i ostabienia odpowiedzi komorki na infekcje
wirusowg. RNA wirusa HIV-1, pomimo obecnosci kapu na koncu 5’ oraz ogona poli(A),
ulega réwniez kap-niezaleznej translacji, ktora dodatkowo jest stymulowana po przecieciu
elFAG przez wirusowa proteaze PR. Przeciecie elF4G przez proteaze PR prowadzi réwniez
do zahamowania translacji komorkowych transkryptéw, jednak, aby doszto do wyciszenia
odpowiedzi komorki na infekcje wirusowa, dodatkowo musi zostaé przeciete biatko

oddziatujace z poli(A) czyli PABC [73].

Czynnik elF4G jest rowniez przecinany podczas apoptozy, kiedy translacja jest prawie
catkowicie zahamowana. W takich warunkach czynnik eIF4G jest trawiony w kilku miejscach
przez kaspaze 3, co prowadzi do powstania kilku jego fragmentow [74]. Jednym z produktow
dziatania kaspazy 3 na elF4G jest fragment M-FAG (ang. middle fragment of apoptotic
cleavage of elF4G), ktory wykazuje wiele cech eIF4G, m.in. oddziatuje z czynnikiem elF4E,
elF4A, elF3 oraz podjednostka rybosomalng 40S, aczkolwiek oddziatywania nie sg tak silne
jak w przypadku nieprzecigtego elF4G. Dzigki temu, ze fragment F-MAG zachowuje niektore
cechy elF4G, podczas apoptozy translacja niektorych mRNA moze nadal zachodzi¢.
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2.2.2.2. Trawienie biatka wigzacego ogon poli(A) PABC

W przypadku niektorych wirusow samo trawienie ¢IF4G nie jest wystarczajgce
do zahamowania odpowiedzi komorkowej. Wirusowe proteazy, takie jak proteazy 3C wirusa
polio i Coxackie, trawig rowniez biatko PABC wiazace ogon poli(A) [75]. Wykazano, ze
miejsca cigcia w PABC r6znig si¢ w zaleznos$ci od wirusowej proteazy. Zaobserwowano,
ze proteolityczne cigcie PABC nie zakldca oddzialywania z ogonem poli(A) i cyrkularyzacji
mRNA. Chociaz doktadny mechanizm inhibicji translacji poprzez trawienie PABC nie jest
do konca jasny to wiadomo, ze biatko to jest trawione przez wirusowe proteazy wczesniej
niz czynnik elF4G. Ponadto, jedynie mata pula biatka PABC zwigzana z polirybosomami
podlega cigciu. Doswiadczenia na liniach komorkowych, w ktorych apoptoza byta
indukowana za pomoca réznych czynnikow wykazaty, ze PABC ulega czg¢sciowej degradacji.
Stopien degradacji PABC byt podobny do trawienia elF4G przez kaspazg 3, ktore miato
miejsce podczas apoptozy oraz infekcji wirusowej. Sugeruje si¢, ze w przeciwienstwie do
elF4G, biatko PABC nie jest bezposrednio trawione przez kaspaze¢ 3, ale przez inne proteazy

aktywowane obecnoscig kaspazy 3 podczas apoptozy.

2.2.3. Udziat czasteczek mikroRNA w regulacji translacji

Proces translacji jest regulowany nie tylko przez czynniki biatkowe, ale réwniez przez
czasteczki RNA, ktore ze wzgledu na swoja dtugos¢ nazywane sa mikroRNA (miRNA).
MikroRNA sa niekodujacymi czasteczkami RNA o dlugosci od 20 do 25 nukleotydow.
Pierwsze mikroRNA, lin-4 i let-7 zidentyfikowano w organizmie nicienia Caenorhabditis
elegant [76]. Zaobserwowano, ze te krotkie RNA, ktore specyficznie zaklocaja ekspresje
genow u nicienia, pojawiaja si¢ w okreslonym stadium rozwoju organizmu. Obie czgsteczki
regulujg ekspresje biatek kodowanych przez mRNA, ktore w swoich regionach niekodujacych

3’ zawierajg dla nich miejsca docelowe o cze¢$ciowej komplementarnosci [77].

Po odkryciu lin-4 i let-7, nastapil szybki postep w identyfikacji nowych czasteczek
mikroRNA u wielu gatunkow grzybow, roslin 1 zwierzat. Wykazano, ze mikroRNA biorg
udziat w potranskrypcyjnej regulacji ekspresji gendow na drodze interferencji RNA (RNAI,
ang. RNA interference) podczas réznych procesow komorkowych takich jak, podziaty
komorkowe, réznicowanie czy apoptoza [78; 79]. Szacuje si¢, ze ekspresja potowy ludzkiego
genomu regulowana jest przez okoto 1000 czasteczek mikroRNA, z czego kazda z nich moze

oddziatywa¢ z kilkoma réznymi mRNA [8; 80]. Biogeneza mikroRNA obejmuje
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przeksztalcanie pierwotnego transkryptu mikroRNA przez rybonukleaz¢ Drosha
do czasteczek prekursorowych posiadajacych strukture typu spinki. Nastepnie enzym Dicer
docina prekursor, tworzgc dojrzaty dupleks mikroRNA [81]. Jedna z nici dupleksu
mikroRNA  oraz biatka Argonaute tworzg rybonukleinowy kompleks RISC
(ang. RNA-induced silencing complex). U zwierzat, mikroRNA hybrydyzuja zazwyczaj do
sekwencji docelowych w obrgbie regionow 3'UTR, z zachowaniem czg$ciowe]
komplementarnosci. W wigkszosci przypadkow, wigzanie mikroRNA do regionow
regulatorowych w mRNA, prowadzi do inhibicji translacji lub rzadziej do obnizenia

stabilnosci transkryptu (Rys. 13).
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Rys. 13 Kontrola translacji przez mikroRNA. Czasteczki mikroRNA hybrydyzuja do regionéw 3'UTR
mRNA na zasadzie cze$ciowej komplementarnosci. Prowadzi to do blokowania rybosoméw podczas
etapu elongacji (na podstawie [3]).

63/

MikroRNA hamuja translacj¢ mRNA, ktorych produkty biatkowe biora udziat w wielu
procesach komorkowych, takich jak: podzialty komorkowe, odpowiedz na infekcje wirusowe,
apoptoza czy nowotworzenie. Poziom antyapoptotycznego biatka Bcl-2 regulowany jest przez
kilka czasteczek mikroRNA. Jednym z nich jest mikroRNA-34a, ktory wiaze si¢ do regionu
3'UTR mRNA Bcl-2, przez co inhibuje jego translacje [82]. Analiza Western blot
potwierdzita spadek poziomu biatka Bcl-2 w wyniku nadekspresji mikroRNA-134a co
powodowato zmniejszong przezywalno$¢ komorek pierwotnego raka watroby i ostatecznie
prowadzito do apoptozy. Do regionu 3’ UTR mRNA Bcl-2 hybrydyzuja takze mikroRNA-
503, -15, -16 i -181b [83; 84; 85]. W komorkach nowotworowych odpornych na radioterapi¢
oraz chemioterapi¢ zaobserwowano korelacje pomigdzy poziomem biatka Bcl-2, a
wymienionymi wyze] mikroRNA. Zwigkszona przezywalno$¢ komorek nowotworowych

zwigzana byla z niskim poziomem mikroRNA oraz duza iloscig biatka Bcl-2 w tych
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komorkach. W przypadku nadekspresji kazdego z mikroRNA obserwowano inhibicje
translacji Bcl-2, co skutkowato indukcjg apoptozy.

Do tej pory odkryto takze pie¢ mikroRNA-125a, -125b, -504, -25 i -30d,
ktore regulujg ekspresje supresora nowotworzenia p53 [86; 87; 88; 89]. Miejsca docelowej
hybrydyzacji dla wszystkich tych mikroRNA znajduja si¢ w regionie 3'UTR mRNA p53.
Wiazanie kazdego z mikroRNA powoduje inhibicje translacji p53 i obnizenie poziomu tego

biatka w komorce, co zapobiega nadmiernej akumulacji pS3 1 niekontrolowanej apoptozie.

Komoérkowe mikroRNA biorg rowniez udziat w odpowiedzi antywirusowe;j.
Przykladem takiego mikroRNA jest komorkowy mikroRNA-32, ktérego sekwencje docelowe
znajdujg si¢ w regionie 3'UTR oraz ORF2 wirusa PFV-1 (ang. primate foamy virus) [90].
MikroRNA-32 wydajnie ograniczato replikacj¢ wirusa PFV-1 w zakazonych komorkach
HelLa. Z drugiej strony wirus ten koduje biatko TAS, ktore ma zdolno$¢ inhibicji ekspres;ji
komorkowych mikroRNA. Komoérkowe mikroRNA-196, -296, -351, -431 i -438 wykryto
w ludzkich komorkach, w ktorych indukowana byta ekspresja interferonu w odpowiedzi
na zakazenie wirusem zapalenia watroby typu C (HCV, ang. hepatitis C virus).
Moze to sugerowaé udzial tych mikroRNA w odpowiedzi skierowanej przeciwko wirusowi
HCV [91]. W przeciwienstwie do mikroRNA-32, mikroRNA-122, ktory wystepuje
w watrobie w duzej iloSci stymuluje replikacje tego wirusa. Sekwencje docelowe dla
mikroRNA-122 znajduja si¢ w regionie 5’UTR RNA wirusa HCV. Pomimo tego, ze region
ten uczestniczy w inicjacji translacji wirusowej poliproteiny, przytaczenie mikroRNA-122
nie wptywa na jej synteze [92]. Komdérkowe mRNA s3 réwniez celem dla mikroRNA,
kodowanych przez wirusy. Na przyktad, nalezacy do rodziny Herpesviridae wirus HSV-1
(ang. herpes simple virus 1) koduje mikroRNA-LAT, ktory wykazuje antyapoptotyczne
wlasciwosci, dzigki czemu wirus ten zdolny jest do wywolywania chronicznej infekcji
[91; 93]. MikroRNA-LAT hybrydyzuje do mRNA TGFp, ktéry ogranicza wzrost 0raz
indukuje apoptoze oraz do mRNA SMAD3, bedacego modulatorem aktywnosci TGFp.
Skutkiem hybrydyzacji mikroRNA-LAT jest zarbwno obnizenie poziomu mRNA jak i biatka
TGFpB i SMAD3, co sprzyja chronicznej infekcji wirusem HSV-1 [94].

2.3. Wewnetrzna inicjacja translacji — odkrycie elementow IRES

W latach 80-tych uwazano, ze tylko prokariotyczny rybosom jest zdolny do wigzania

si¢ do RNA w formie cyrkularnej, a rybosom eukariotyczny wymaga wolnego konca 5’
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mRNA, aby rozpocza¢ translacje [95; 96].W 1998 zaobserwowano, ze w komorkach
zakazonych wirusem polio nalezacym do rodziny Picornaviridae, pomimo silnego
zahamowania translacji komorkowych mRNA, wirusowy RNA nadal ulegal wydajnej
translacji [97]. Poniewaz wirus polio nie posiada kapu na koncu 5’ RNA, wykluczono udziat
mechanizmu nieliniowej migracji rybosomu. Kolejne do$wiadczenia ujawnily, ze region 5’
UTR RNA wirusa polio przyjmuje wysoce zorganizowang struktur¢ drugo- i trzeciorzgdowa,
ktora umozliwia bezposrednie zwigzanie rybosomu bez koniecznosci wigzania kapu
i skanowania RNA. Od tej pory, regiony w obrebie 5'UTR, ktorych struktura RNA stanowi
bezposrednie miejsce oddzialywania z rybosomem nazywano elementami IRES
(ang. internal ribosomal entry site). Elementy IRES zostaty takze zidentyfikowane u innych
wirusOw posiadajacych genom w postaci RNA o polarno$ci dodatniej, takich jak, nalezace do
picornawirusOw wirus zapalenia migsnia sercowego EMCV (ang. encephalomyocarditis
virus) i wirus zapalenia watroby typu C HCV, nastgpnie u retrowirusa niedoboru odpornosci
HIV-1 (ang. human immunodeficiency virus 1), a takze u DNA wiruso6w na przyktad wirusa
herpes zwigzanego z migsakiem Kaposiego KSHV (ang. Kaposi's sarkoma associated

herpesvirus).

Element IRES wirusa EMCV zostal zidentyfikowany dzigki opracowaniu przez
Pelletier'a i  Sonenberg’a testu z  wykorzystaniem mRNA  bicistronowych.
W przypadku elementu IRES EMCYV, bicistronowy mRNA posiadal dwie otwarte ramki
odczytu kodujace biatka reporterowe zwane cistronami. Pierwszym cistronem od konca 5’ byt
gen kodujacy kinaze tymidyny TK, a drugi kodowat acetylotransferaz¢ chloramfenikolu CAT.
Poniewaz bicistronowy RNA posiadal kap na koncu 5’, pierwszy cistron ulegat translacji
kap-zaleznej. Pomigdzy cistronami umieszczona zostata sekwencja regionu 5'UTR wirusa
EMCYV zawierajaca potencjalny element IRES (Rys. 14). Tak wigc, jesli z drugiego cistronu
powstawato biatko CAT, oznaczato to, ze badany region 5'UTR posiadal wlasciwosci
elementu IRES. Zastosowanie bicistronowego mRNA udowodnito, Ze element IRES
umozliwia rybosomowi bezposrednio zwigza¢ si¢ z mRNA w poblizu kodonu inicjacyjnego
bez przylaczania do kapu na kofcu 5" 1 skanowania. Bicistronowe mRNA staly
si¢ standardowa metoda identyfikacji elementow IRES. Obecnie czgéciej zawieraja
one cistrony kodujace biatka reporterowe lucyferazy Renilla i Firefly, dzigki ktorym mozliwe
jest wykrycie bardzo matych iloSci powstajagcego bialtka, a takze iloSciowe okreslenie

aktywnosci elementu IRES.
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Rys. 14 Model bicistronowego konstruktu mRNA, wykorzystywanego do badan aktywnosci
translacyjnej elementéw IRES. Pierwszy cistron ulega translacji zaleznej od kapu na koncu5' mRNA.
Natomiast drugi cistron ulega translacji tylko wtedy, gdy umieszczona pomigdzy -cistronami
sekwencja posiada aktywnos¢ elementu IRES (na podstawie [2]).

o ®
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Dzigki elementom IRES translacja wirusowych RNA nie wymaga obecnoscCi
niektdrych czynnikéw inicjacyjnych. Co wigcej, wiele wiruséw koduje proteazy, ktére trawia
niektore czynniki inicjacyjne. Na przyktad, proteaza 2A wirusa polio trawi czynnik elF4G,
ktory wehodzi w sktad kompleksu wiagzacego kap - elF4F, a proteaza 3C tnie biatko PABC,
ktore oddziatuje z kapem i ogonem poli(A) [98; 99]. Modyfikacje czynnikow translacyjnych
przez wirusy prowadza do inhibicji kap-zaleznej translacji komorkowych mRNA, dzieki
czemu wirusowy RNA ma pelen dostep do potrzebnych mu czynnikdéw inicjacyjnych
wchodzacych w sktad maszynerii translacyjnej gospodarza. Zestaw czynnikdéw inicjacyjnych
wykorzystywanych przez wirusy ro6zni si¢ w zaleznosci od typu oraz struktury elementu IRES
[100]. Na przyktad, wigzanie rybosomu do elementu IRES wirusa EMCV odbywa si¢ jedynie
przy udziale czynnikow elF4G 1 elF4A, ktore oddziatuja z poszczegdlnymi domenami IRES
I nie wymaga czynnika elF4E [101]. Wigzanie rybosomu do RNA wirusa HCV odbywa si¢
bez udziatu elF4F i jest stabilizowane poprzez oddziatywanie elF3 z domenami elementu
IRES [102]. Szczegdlnym przypadkiem translacji wirusowego RNA, jest RNA wirusa CrPV
(ang. cricket paralysis virus), do ktorego rybosom przytacza si¢ niezaleznie od jakichkolwiek
czynnikow inicjacyjnych i tRNA [103]. Natomiast retrowirusy do zahamowania translacji
komorkowych mRNA wykorzystuja kodowane przez siebie biatko NSP3, ktore wigzac si¢ do
czynnika elF4G uniemozliwia oddziatywanie z PABC i cyrkularyzacje mRNA [104].

Wystepowanie elementow IRES w regionach 5'UTR nie jest ograniczone tylko
do wirusowych RNA, poniewaz struktury te odkryto rowniez w obrebie regionow 5'UTR

komoérkowych mRNA. Pierwszy komorkowy element IRES zidentyfikowano w regionie
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5'UTR mRNA biatka wigzacego si¢ z fancuchem ci¢zkim immunoglobulin BiP. mRNA BiP
ulegal wydajnej translacji w komorkach zainfekowanych wirusem polio, kiedy translacja
zalezna od kapu jest silnie zahamowana poprzez ci¢cie eIF4G przez wirusowg proteaze [105].
Ponadto, okazato si¢, ze od 3% do 5% komorkowych mRNA jest zwigzanych
z polirybosomami podczas zakazenia wirusem polio, kiedy kap-zalezna translacja
jest zahamowana [106]. W ostatnich kilku latach nastgpit szybki postep w identyfikacji
elementow IRES w komoérkowych mRNA. Jak dotad, struktury typu IRES zostaty odkryte
w przypadku mRNA kodujacych czynniki transkrypcyjne 1 translacyjne, hormony,
czynniki wzrostu, onkogeny czy supresory nowotworzenia [10; 15]. Elementy IRES
umozliwiajg synteze biatek w warunkach, kiedy kap-zalezna translacja jest silnie ograniczona,
czyli podczas mitozy, hipoksji, apoptozy, promieniowania czy infekcji wirusowej
[9; 107; 108]. Istotne znaczenie ma fakt, ze struktury IRES komoérkowych mRNA inicjuja
translacj¢ biatek, ktore chronig komorke w warunkach stresowych takich jak gtod czy szok

cieplny [100].

2.3.1. Rola struktury w funkcjonowaniu elementéw IRES

Inicjacja translacji kierowana przez elementy IRES =zalezy od ich wlasciwosci
strukturalnych. Nawet niewielkie zmiany w strukturze IRES spowodowane pojedynczymi
mutacjami majg istotny wptyw na ich aktywnos¢ [109]. Elementy IRES przyjmuja okre$lona
strukture drugorzedowa, ktora sklada si¢ z funkcjonalnych domen. Oddziatywania dalekiego
zasiegu typu RNA-RNA migdzy poszczegdlnymi domenami, a takze ich oddziatywanie
z bialkami prowadza do powstania trzeciorzedowej struktury IRES. Struktury te moga
oddziatywaé z kanonicznymi czynnikami inicjacyjnymi elF, mata podjednostka rybosomalng
oraz z niekanonicznymi czynnikami biatkowymi, specyficznymi dla danego elementu IRES
[10; 15]. Oddzialywania te prowadza do utworzenia aktywnego kompleksu inicjacyjnego

oraz odpowiedniego umiejscowienia w obrebie kodonu inicjacyjnego (Rys. 15).
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Rys. 15 Schematyczna prezentacja inicjacji translacji zaleznej od elementu IRES. Wewnetrzna
inicjacja umozliwia zwigzanie matej podjednostki rybosomalnej40S do mRNA w poblizu kodonu
AUG bez udziatu kapu. Elementy IRES charakteryzuja si¢ réznymi wymaganiami co do kanonicznych
czynnikéw inicjacyjnych (na przyktad elF4G lub elF4A), natomiast do swojej aktywnos$ci wymagaja
specyficznych komorkowych czynnikoéw ITAF (na podstawie [2]).

Wickszos$¢ komoérkowych elementow IRES zostata zidentyfikowana w obrebie dtugich
regiondw S5'UTR, posiadajagcych duza ilos¢ par G-C oraz zlozong strukture.
Niektore mRNA na przyktad, mMRNA kinazy p58°'™S'RE czy drozdzowego biatka URES2,
posiadajag elementy IRES w obrebie sekwencji kodujacej biatko [110; 111].
Analiza delecyjna wykazata, ze dtugo$¢ elementow IRES wynosi zazwyczaj od 150 do 300
nukleotydow [106]. Najkrotszy element IRES zidentyfikowano w regionie 5UTR mRNA
homeodomenowego biatka Gtx i miat on dlugos¢ 9 nukleotydow [112].
Jak dotad, nie wykazano znaczacych podobienstw pomigdzy elementami IRES komdrkowych
MRNA, nawet w przypadku blisko spokrewnionych gendéw [10].Wskazuje to na mozliwosé
werbowania rybosomu przez rozne elementy strukturalne w obrebie IRES. Poczatkowo
sugerowano obecno$¢ motywoOw strukturalnych typu spinka w ksztalcie litery Y, jednak nie
stwierdzono udziatu takich struktur w procesie inicjacji translacji [113]. Mapowanie struktury
drugorzgdowej regionow 5S'UTR mRNA c-Myc, L-myc czy Apaf-1 wykazata obecno$é
ztozonych struktur zawierajagcych wiele motywow typu spinki i pseudoweziow [106; 114].
Jak dotad, pozostaje niejasne w jaki sposoéb powyzsze motywy strukturalne werbujg

1 ulatwiajg wigzanie rybosomu.
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Co ciekawe, niektére komorkowe elementy IRES zawieraja krotkie ramki odczytu
UORF [115]. Poczatkowo sugerowano, ze rola uORF w obrgbie sekwencji IRES polega
na inhibicji translacji zaleznej od kapu. Jednak badania translacji mRNA cat-1 pokazaty,
ze syntetyza 28-aminokwasowego peptydu z UORF stymuluje translacje zalezng od IRES w
warunkach stresu [115]. Zaproponowano wéwczas koncepcje ,,dynamicznego IRES”, wedlug
ktorej brak uORF powoduje, ze element IRES przyjmuje nieaktywna strukture, ktoéra
uniemozliwia zwigzanie rybosomu. Od tamtej pory wielu badaczy uwaza, ze komoérkowe
struktury IRES nie sg ,,sztywnymi” elementami, ale moga przyjmowac kilka réznych struktur,

ktore wptywaja na wzrost aktywnosci IRES w danych warunkach [100].

2.3.2. Czynniki biatkowe oddziatujace z IRES

Niedlugo po opisaniu pierwszego wirusowego elementu IRES zidentyfikowano biatka,
ktore wigza si¢ do tych elementow [116; 117]. Okazato si¢, ze niektore wirusowe elementy
IRES do swojej aktywnosci oprocz kanonicznych czynnikow inicjacyjnych wymagaja
specyficznych biatek komoérkowych tzw. ITAF (ang. IRES trans acting factors) [2].
Pierwsze doniesienia na temat mozliwego udziatu czynnikéw ITAF pochodzily z badan nad
IRES-zalezng translacja niektorych wiruséw [118; 119; 120]. Z badan tych wynikalo, ze
elementy IRES wirusow EMCV, FMDV (ang. foot and mouth disease virus) i TMEV
(ang. Theiler's Marine encephalomyelitis virus) sg aktywne w lizacie z kroliczych
retikulocytow RRL, podczas gdy elementy IRES rinowirusa i wirusa polio wymagaty dodatku
ekstraktu z komorek HelLa. Podobnej obserwacji dokonano w przypadku komoérkowego
MRNA drugiego czynnika wzrostu fibroblastow FGF-2. Okazato si¢ bowiem, ze czynniki
ITAF uczestniczg takze w IRES-zaleznej translacji komorkowych mRNA. Wsrod najczesciej
badanych czynnikow ITAF byty: ludzki autoantygen La, biatko PCBP2 (ang. poly(C) binding
protein 2) i biatko Unr (ang. upstream of N-ras). W ostatnich latach lista czynnikow ITAF
oddziatujacych z komoérkowymi elementami IRES powieksza si¢ (Tabela 3.).
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Tabela 3. Przyktady czynnikéw ITAF z przypisanymi elementami IRES

ITAF IRES z ktorym oddzialuje

PTB/ nPTB Apaf-1, Bag-1, IGF-IR, BiP, MTG8a, Unr,
Mnt, Myb, p53

La BiP, XIAP

Unr Apaf-1, Unr, kinaza PITSLRE

DAPS HIAP, XIAP, c-Myc, Apaf-1, DAP5

NSAP1 BiP

hnRNPC1/C2 XIAP, c-Myc, Unr

PCBP1/2 c-Myc

hnRNP Al XIAP

Doktadny mechanizm, wedtug ktorego czynniki ITAF ulatwiaja wigzanie rybosomu
do elementow IRES nie jest do konca poznany [2]. Jedna z hipotez zaktada, ze czynniki ITAF
posiadajag aktywnos$¢ biatek opiekunczych, dzigki ktorej rozplataja niektore domeny
strukturalne w obrgbie IRES i ulatwiaja przylaczenie podjednostki rybosomalnej 40S.
Tak wigc, dzigki posiadaniu przez ITAF motywow wigzacym RNA (RRM, ang. RNA
recognition motif) reguluja aktywnos$¢ IRES poprzez zmiany oraz stabilizacje struktury
mRNA. Niektére z nich moga bezposrednio wigzac si¢ do elementéw IRES, podczas gdy inne
posrednicza w wigzaniu IRES z innymi czynnikami ITAF. Wiele czynnikow ITAF nalezy
do grupy heterogennych jadrowych rybonukleoprotein hnRNP typu Al, C1/C2, I, E1/E2, K
i L, ktore przemieszczajg si¢ miedzy jadrem a cytoplazma. W zwiazku z tym, sugeruje sie,
ze poziom czynnikow ITAF w cytoplazmie rozni si¢ w zalezno$ci od warunkéw stresowych.
Ponadto, dla wydajnosci translacji zaleznej od IRES duze znaczenie moze mie¢ dystrybucja

czynnikéw ITAF w roznych komoérkach lub tkankach [100].

Niektore elementy IRES oddziatujg z kilkoma czynnikami ITAF, na przykitad IRES
c-Myc wiaze biatka PCBP1, PBCP2 oraz heterogenne jadrowe rybonukleoproteiny C 1 K
(Evans i in. 2003, Kim JH 2003). Innym przyktadem jest IRES proapoptotycznego czynnika
aktywujacego proteazy Apaf-1 (ang. apoptotic protease activating factor 1),
ktory tworzy specyficzne rybonukleoproteinowe kompleksy z biatkiem Unr oraz PTB

(ang. polypyrimidine tract binding protein) (Rys. 16).
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Rys. 16 Remodelowanie struktury IRES Apaf-1 poprzez wigzanie biatek Unr i PTB. Rozplecenie oraz
stabilizacja region6w jednoniciowych przez oba biatka umozliwia wigzanie matej podjednostki
rybosomalnej 40S (na podstawie [121]).

Kombinacja tych czynnikow stymuluje IRES-zalezng translacj¢ Apaf-1 [121].
Biatko Unr poprzez wigzanie si¢ do jednej z domen IRES Apaf-1 rozplata struktur¢ RNA
1 stabilizuje powstala w ten sposob jednoniciowa petle. Biatko Unr ma rowniez zdolnos¢
do remodelowania domeny potozonej blizej konca 3’ elementu IRES, co z kolei umozliwia
oddziatywanie z bialkiem PTB. Zmiany konformacyjne w IRES Apaf-1, wywotane przez
oba biatka umozliwiaja wigzanie matej podjednostki rybosomalnej 40S. Podobny mechanizm
regulacji translacji opisano w przypadku IRES Bag-1 [122]. Dzigki chaperonowej aktywnosci
biatka PTB i PCBP1 dochodzi do rozplatania specyficznych regionéw w obrgbie IRES Bag-1
i przylaczania podjednostki 40S. Biatka z rodziny PCBP stymulujg takze translacje c-Myc
[123]. Tak wigc, zmiany strukturalne wywotane aktywno$cig chaperonowg takich biatek
jak PTB, Unr czy PCBP1 wskazuja na podobny mechanizm regulacji aktywnos$ci elementow
IRES [10]. Jednak czynniki te nie oddziatujg ze wszystkimi komorkowymi elementami IRES.
Co wiecej, niektore z czynnikow ITAF mogg mie¢ nie tylko stymulujacy wplyw
na aktywno$¢ IRES. Na przyktad, biatko PTB funkcjonuje jako represor translacji zaleznej
od IRES BiP [124]. Podobny wptyw na translacj¢ w warunkach stresowych ma jadrowe
biatko nukleolina, ktora oddziatuje z regionem 5'UTR mRNA p53 [125].

2.3.3. Rola elementéw IRES w regulacji ekspresji genéw na poziomie translacji

Regulacja ekspresji genow odbywa si¢ glownie na etapie inicjacji translacji.
W odpowiedzi na warunki stresowe takie jak szok cieplny, naswietlanie, hipoksja
czy niedobor aminokwasow dochodzi w komorce do zahamowania kap-zaleznej inicjacji
translacji. Jednak nawet pomimo zaburzonej rownowagi fizjologicznej w komorce, synteza

bialek jest mozliwa dzigki wystepowaniu elementow IRES w regionach 5'UTR niektorych
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MRNA. IRES-zalezna translacja stanowi mechanizm zapewniajacy stan homeostazy
w komorce w warunkach stresowych. Krotkotrwaly stres stymuluje IRES-zalezng translacje¢
biatek takich jak XIAP czy Cat-1, ktore pozwalaja przetrwa¢ komorce w tych warunkach.
Natomiast silny 1 dlugotrwaty stres prowadzi do aktywacji elementow IRES mRNA
kodujacych  biatka  proapoptotyczne na  przyklad Apaf-1 i DAP5  [68].
Tak wigc, regulacja ekspresji gendw poprzez wewnetrzng inicjacj¢ translacji zapewnia
komorce przetrwanie w warunkach stresowych albo prowadzi do programowanej $mierci

komorki.

Gloéwng przyczyng zahamowania kap-zaleznej translacji w warunkach stresowych
sa zmiany w aktywnos$ci czynnikéw inicjacyjnych. Najczesciej dochodzi do zaburzenia
funkcjonowania czynnika elF2 na skutek fosforylacji jego podjednostki a. Ufosforylowany
czynnik elF2a wykazuje wigksze powinowactwo w stosunku do biatka eIF2B [100].
Powstanie trwatego kompleksu elF2a-eIlF2B uniemozliwia wymiang GDP na GTP,
co prowadzi do wzrostu elF2-GDP i silnej inhibicji kap-zaleznej translacji. Jednak elementy
IRES niektorych mRNA s3 niewrazliwe na zmienny poziom GTP-elF2-Met-tRNAI.
Nalezag do nich mRNA kodujace czynnik wzrostu $rodblonka naczyniowego VEGF
(ang. vascular endothelial growth factor), onkogen c-Myc czy kinaza PITSLRE.
Ponadto, element IRES mRNA Cat-1 wymaga do swojej aktywnosci fosforylacji elF2a
podczas stresu [115].

Do zahamowania inicjacji translacji zaleznej od kapu dochodzi réwniez podczas
apoptozy, kiedy kaspazy tna czynnik inicjacyjny elF4G 1 elF4B. Jednak, istnieje grupa
komorkowych mRNA, ktore dzigki elementom IRES ulegaja wydajnej translacji w tych
warunkach. Sa to m. in. mRNA kodujace biatko c-Myc, DAP5, XIAP, HIAP, Apaf-1 czy
Hsp70. Rowniez podczas infekcji wirusowej dochodzi do cigcia elF4G przez wirusowe
proteazy. Jednak proteolityczne cigcie tego czynnika nie wptywa na wydajno$¢ IRES-zaleznej

translacji mRNA kodujacych biatko BiP i c-Myc [126].

Niska wydajno$¢ syntezy bialek zaleznej od kapu ma réwniez miejsce podczas cyklu
komorkowego. W czasie przejscia z fazy G2 do fazy mitozy dochodzi do zmian
ufosforylowania czynnika elF4E lub jego wigzania z 4E-BP. Wydajno$¢ translacji zaleznej
od IRES jest nizsza niz translacji z udziatem kapu. Aczkolwiek translacja z wykorzystaniem

elementu IRES dotyczy syntezy biatek, ktorych nadmierna ilos¢ w komorce w normalnych
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warunkach moglaby by¢ szkodliwa. Tak wigc, mechanizm IRES-zaleznej translacji zapewnia

niski poziom ekspresji niektorych biatek w warunkach fizjologicznych [10].

2.3.3.1. Rola IRES-zaleznej inicjacji translacji w cyklu komdérkowym

Dos$wiadczenia na ssaczych liniach komérkowych wykazaty spadek poziomu syntezy
biatek do 25% podczas mitozy [127]. Przejsciu komorki z fazy G2 do fazy mitozy towarzysza
zmiany aktywno$ci kanonicznych czynnikow inicjacyjnych eIF4E, elF2 i 4E-BP.
Ostatecznie, prowadzi to do zahamowania translacji zaleznej od kapu. Jednak translacja
niektorych biatek jest wymagana dla przejscia z fazy G2 do mitozy. Analiza macierzowa
wykazala, ze okoto 3% komorkowych mRNA pozostaje zwigzana z polirybosomami podczas
przejscia do fazy mitozy [127]. Do waznych dla cyklu komorkowego mRNA, ktore posiadajg
elementy IRES naleza m. in., dekarboksylaza ornitynowa ODC, czynnik transkrypcyjny p53
oraz jego izoforma ANp53, kinaza p58°'TStRE[11; 110; 128].

Dekarboksylaza ornityny ODC jest kluczowym enzymem w biosyntezie poliamin,
ktore biorg udzial w replikacji DNA podczas fazy syntezy, kondensacji chromosomow
oraz tworzenia wrzeciona podziatowego podczas mitozy [129]. Region 5S'UTR mRNA ODC
jest dlugi, posiada stabilne termodynamicznie motywy struktury drugorzedowej oraz sklada
si¢ z dwoch segmentow: blizszego konca 5', ktdry zawiera stabilng strukturg typu spinki
I pelni funkcje represora translacji uORF oraz dalszego segmentu zlokalizowanego powyzej
kodonu inicjacyjnego, w ktorym umiejscowiony jest element IRES. Element IRES kontroluje
translacje ODC w zaleznos$ci od fazy cyklu komdrkowego. Zaobserwowano wysoki poziom
biatka ODC podczas przejscia z fazy G2 do mitozy oraz spadek syntezy tego biatka podczas
przejscia z fazy G1 do fazy syntezy, co ostatecznie potwierdzito, ze translacja ODC jest
niezalezna od kapu [128; 130].

Biatko p53 jest czynnikiem transkrypcyjnym zaangazowanym nie tylko w regulacje
cyklu komoérkowego, ale rowniez w naprawe DNA oraz indukcje apoptozy.
Zidentyfikowano krotsza izoforma tego biatka, ANp53, ktéra hamuje aktywnos$¢ pelnej
dhugosci p53 podczas cyklu komorkowego (Rys. 17) [12].
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Rys. 17 Udziat IRES-zaleznej translacji p53 1 ANp53 w regulacji cyklu komoérkowego.
Szczegodtowy opis w tekscie (na podstawie [131]).

Wykazano, ze oba biatka powstaja z tego samego mRNA, dzigki wystepowaniu
w regionie 5'UTR elementu IRES, przy czym element ten jest dtuzszy dla izoformy ANp53
i zawiera fragment sekwencji kodujacej p53 [11]. Podczas przejscia z fazy G1 do fazy syntezy
w translacji zaleznej od elementu IRES powstaje izoforma ANp53. Izoforma ANp53 wigze
si¢ do biatka p53 pelnej dtugosci 1 hamuje jego aktywnos$é, co z kolei umozliwia rozpoczgcie
fazy syntezy. Natomiast podczas przej$cia z fazy G2 do fazy syntezy, kiedy kap-zalezna
translacja w komorce jest zahamowana, na drodze wewngtrznej inicjacji powstaje biatko p53.
Poziom biatka p53 w komorce jest niski 1 dodatkowo kontrolowany przez ligaze

ubikwitynowg Hdm2, ktéra inaktywuje biatko p53, co z kolei umozliwia rozpoczecie mitozy

Kinaza p110P'TSLRE | p58PITSLRE henig wazna role w regulacji cyklu komorkowego.
Kinaza p110P'TSLRE jest zaangazowana w sktadanie pre-mRNA oraz regulacje transkrypcji,
natomiast p58°'™LRE bierze udzial w dojrzewaniu centrosoméw oraz wrzeciona podzialowego
podczas mitozy [132; 133]. Obie kinazy powstaja z tego samego mRNA, przy czym
p58PITSLRE ylega translacji niezaleznej od kapu, dzieki wystepowaniu elementu IRES
w sekwencji kodujacej. Kinaza pl110°'TSLRE jest syntetyzowana w ciagu calego cyklu
komoérkowego, podczas gdy najwyzszy poziom p58 obserwowano w komorkach

zatrzymanych w fazie G2/M, kiedy kap-zalezna translacja w komorce jest zahamowana [110].
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2.3.3.2. IRES-zalezna translacja podczas apoptozy

Podczas apoptozy ma miejsce silna inhibicja kap-zaleznej translacji na skutek
proteolitycznego cigcia kanonicznych czynnikéw inicjacyjnych elF4G, elF4B i 4E-BP przez
kaspazy oraz zmiany w fosforylacji elF2 i 4E-BP. Jednak w takich warunkach moga
powstawa¢ dwa antagonistycznie dziatajace czynniki XIAP i Apaf-1.Wykazano, ze oba bialka
powstajg w procesie translacji zaleznej od IRES [134; 135]. Oba elementy IRES nie wykazuja
zadnego podobienstwa pod wzgledem sekwencji i struktury, a takze wigza si¢ do nich inne
czynniki ITAF. Aktywnos$¢ IRES Apaf-1 jest regulowana przez biatko PTB i Unr, podczas
gdy do IRES XIAP wigza si¢ La i hnRNPC1/C2. Podczas apoptozy dochodzi do uwolnienia
z mitochondriéw cytochromu c, ktory w cytoplazmie wigze si¢ z biatkami Apaf-1 (Rys. 18).
Prowadzi to do utworzenia apoptosomu, ktéry aktywuje kluczowy enzym kaspaze 9.

Z kolei biatko XIAP wigze si¢ do r6znych kaspaz i inhibuje ich aktywnos¢.

mitochondrium mitochondrium
pro-kaspaza 9 Apaf-1 pro-kaspaza 9 Apaf-1
) == ) "= g
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Rys. 18 Rola IRES-zaleznej translacji XIAP i Apaf-1 podczas apoptozy. Biatko XIAP inaktywuje
kaspazy, dzieki czemu komoérka moze przetrwaé niekorzystne warunki stresowe. Z kolei biatko
Apaf-1 tworzy apoptosom, ktory aktywuje kaspazy i indukuje apoptozy (na podstawie [68]).

Wykazano, ze nie wszystkie warunki stresowe prowadza do wzrostu poziomu XIAP.
Na przyktad, traktowanie komorek etopozydem nie aktywowalo IRES XIAP.
Wysoki poziom biatka XIAP nie ulega zmianie w warunkach krotkiego i silnego stresu,

dzigki czemu mozliwe jest ciggle blokowanie aktywnosci kaspaz, przez co nie dochodzi do
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apoptozy [68]. Jednakze, apoptoza jest wynikiem antagonistycznego dziatania XIAP i Apaf-1.
Podczas apoptozy, dzigki translacji zaleznej od IRES poziom Apaf-1 nie ulega zmianie,
co z kolei zapewnia stalg aktywacje kaspaz. Poniewaz oba biatka syntetyzowane sg w tych
samych warunkach wedtug mechanizmu wewne¢trznej inicjacji, o apoptozie decyduje rodzaj

oraz czas dzialania czynnikoéw stresowych.

2.3.3.3. mRNA ulegajace translacji zaleznej od elementu IRES w warunkach stresowych

Zmiany warunkow, takie jak: niedobdr czynnikow wzrostu, aminokwasow, hipoksja,
promieniowanie czy zmiany temperatury prowadza do zahamowania w komorce translacji
zaleznej od kapu. Podczas szoku cieplnego obserwuje si¢ wysoki poziom bialek
opiekunczych Hsp (ang. heat-shock proteins), do ktorych nalezy biatko wigzace sig¢
z tancuchem cigzkim immunoglobulin BiP. Bialko BiP uczestniczy w faldowaniu biatek
oraz kieruje nieprawidtowo sfaldowane biatka do retikulum endoplazmatycznego [136].
Ekspresja biatka BiP indukowana jest podczas szoku cieplnego, zaréwno na poziomie
transkrypcji jak i translacji. Translacja BiP zachodzi z udzialem elementu IRES
1 jest stymulowana poprzez oddziatywanie z czynnikami ITAF, na przyklad NSPAI.
Natomiast w warunkach niedoboru aminokwaséw, na skutek fosforylacji elF2 nastgpuje
wzrost ekspresji bialka cat-1, ktore bierze udzial w transporcie aminokwaséw przez blone
komorkowa [115]. mRNA cat-1 zawiera uORF, ktorej translacja umozliwia przyjecie przez
element IRES aktywnej konformacji, ktora dodatkowo stymulowana jest poprzez fosforylacje
elF2. Sugeruje sie, ze w czasie jaki uptywa od fosforylacji elF2 do translacji cat-1, zachodzi
synteza czynnika inicjacyjnego specyficznego dla IRES cat-1, ktoéry dodatkowo wzmacnia

translacj¢ cat-1.
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3. Wyniki i dyskusja

3.1. Organizacja genu p53 i jego ekspresja

Biatko p53 jest czynnikiem transkrypcyjnym, ktére w odpowiedzi na rézne czynniki
stresowe dzialajagce na komorke aktywuje transkrypcje genow zaangazowanych w regulacje
cyklu komoérkowego, apoptoze i naprawge DNA. Nazywane jest gtownym supresorem
nowotworzenia oraz ,straznikiem genomu”, poniewaz zapewnia stabilno$¢ materialu
genetycznego i zapobiega podzialom komoérek z mutacjami, ktére moga prowadzié

do transformacji nowotworowych.

Gen TP53, kodujacy ludzkie biatko p53 wystepuje w ludzkim genomie w pojedynczej
kopii, a jego locus znajduje si¢ na krotkim ramieniu chromosomu 17. Sktada si¢ on z okoto 20
kpz i zbudowany jest z 11 egzonow i 10 intronow (Rys. 19). Egzon 1 i 28 nukleotydéw
egzonu 2 stanowi region 5’ UTR. Natomiast wigksza cze$¢ egzonu 11 obejmuje region

3'UTR, ktorego dtugos¢ wynosi az 1176 nukleotydow.

P1

PO
P2
r r> Pint1 Pint4

E1 J;;\ £2 i2i3 E4 J;M\ E5 /is\EG/iG\ E7 /|7\ E8 /iS\EQQ E104\ E11

Rys. 19 Budowa genu TP53. Kolorem szarym zaznaczono regiony niekodujgce 5" i 3, region kodujacy
oznaczony jest kolorem zottym, E1-E11 - egzony, il1-i10 - introny, PO, P1, P2, Pintl,
Pint4 - promotory transkrypcyjne.

Poczatkowo uwazano, ze gen TP53 posiada jeden promotor transkrypcyjny PO,
oddalony o 220 nukleotydow od konca 3’ egzonu 1 (Rys. 19) [137].
Transkrypty syntetyzowane z promotora PO, posiadajg region 5'UTR od dtugosci 250
nukleotydéw. PdZniejsze badania wykazaly, ze w genie TP53 znajduje si¢ co najmniej pigé
regiondw promotorowych. W obrebie egzonu 1, w odlegtosci 110 nukleotydéw od promotora
PO zlokalizowany jest promotor P1 [138]. Nie jest on typowym promotorem, poniewaz nie
posiada kasety ,,TATA”. Powstajace z niego transkrypty posiadajag region S5'UTR,
ktorego dtugos¢ wynosi 140 nukleotydéw. Pomiedzy promotorem PO i P1 zidentyfikowano
kolejne miejsce startu transkrypcji, okreSlane jako promotor P2 [14; 138].

Pozostate dwa miejsca promotorowe zlokalizowane sg w sekwencjach intronowych. Promotor
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Pintl znajduje si¢ w obrebie intronu 1 i powstaje z niego transkrypt kodowany catkowicie
przez sekwencj¢ intronu 1 [139]. Z kolei, ze zlokalizowanego w intronie 4 promotora Pint4
syntetyzowany jest transkrypt zawierajacy cz¢$¢ intronu 4 oraz egzony 5-11 [140].
Promotory transkrypcyjne genu TP53 charakteryzujg si¢ aktywnoscig specyficzng tkankowo,
ktora dodatkowo jest zréoznicowana w obrebie tkanek zdrowych i nowotworowych [14].
W  przypadku tkanek zdrowych, czgsciej wykorzystywany jest promotor PO.
Natomiast transkrypty rozpoczynajace si¢ w miejscu P1 wykryto w wigkszosci tkanek
nowotworowych. Postulowano, ze za obnizong ekspresj¢ biatka p53 w komorkach,

odpowiada stabilna struktura drugorzegdowa RNA pomig¢dzy promotorami PO-P1 [14; 141].

Gen TP53 wchodzi w sktad wielogenowej rodziny, do ktérej naleza rowniez TP63
I TP73, i podobnie jak one, ulega ekspresji w postaci licznych izoform biatkowych.
Wykazano, ze z dojrzatego mRNA p53 oprocz pelnej dtugosci biatka p53 powstaje skrocona
z N-konca izoforma ANp53, ktorej synteza inicjowana jest z alternatywnego kodonu
inicjacyjnego AUG2 w egzonie 4 (Rys. 20) [12; 142]. Niedawno zidentyfikowano element
IRES w obregbie regionu 5'UTR mRNA p53, dzigki ktéremu synteza biatka p53 moze
zachodzi¢ niezaleznie od kapu na koncu 5" mRNA [11; 143]. Zaproponowano, ze synteza
izoformy ANp53 moze rowniez zachodzi¢ w sposob zalezny od elementu IRES,
obecnego w regionie 5S'UTR, ktéry w przypadku ANpS3 jest przedtuzony o 120 nukleotydow

sekwencji kodujace;.

AUGT AUG2
P1 p53 ANp53
1 2 13 4 5 G178 91| 10 1"
| | ANp53 5'UTR

L 1ps350TR

Rys. 20 Budowa mRNA p53 transkrybowanego z miejsca promotorowego P1.

Izoformy biatka p53 powstaja réwniez z alternatywnych transkryptow,
ktore w wyniku alternatywnego sktadania pre-mRNA zawieraja sekwencje intronowe.

Do tej pory zidentyfikowano az kilkadziesiat alternatywnych mRNA p53. Jednym z nich jest
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mRNA p53(EIl) z zachowang sekwencjg intronu 2 (Rys. 6). Z takiego mRNA moze by¢
generowana jedynie izoforma ANpS53, poniewaz za kodonem AUGI dla pelnej dlugosci
biatka znajduje si¢ kodon STOP w obrebie intronu 2. W zwiazku z identyfikacja transkryptu
p53(Ell), zaproponowano alternatywny mechanizm generowania izoformy ANp53 nazywany
reinicjacjg translacji. Wedtlug niego, zamiast pelnej dtugosci biatka p53 z kodonu AUGI
syntetyzowany jest 25-aminokwasowy peptyd. Po zakonczeniu syntezy tego peptydu
kompleksy rybosomalne, ktére nie oddysocjowaly od mRNA wznawiajg syntezg izoformy

ANp53 z kodonu AUG2, potozonego dalej w kierunku 3’ mRNA [13].

Niedawno zidentyfikowano izoformy biatka p53 kodowane przez transkrypt
rozpoczynajacy si¢ w miejscu inicjacji transkrypcji Pint4 [144]. 1zoformy te, AN133p53 oraz
AN160p53 pozbawione sg odpowiednio 133 i 160 aminokwasow z konca N, w porownaniu
do biatka p53 pelnej dlugosci. Wskutek tego, obie izoformy pozbawione sg domeny
transaktywacyjnej, a przypadku izoformy AN160p53 czesci domeny wigzacej DNA.

3.2. Warianty regionu terminalnego 5' mRNA p53

Pierwszy etap moich badan mial na celu okreslenie wplywu wariantow regionu
niekodujacego 5' mRNA p53 na proces translacji. Poszczegdlne warianty roznily
si¢ miejscem inicjacji transkrypcji (PO, P1), obecno$cig jednego lub dwoch kodondw
inicjacyjnych (AUGL1 - dla biatka p53 i AUG2 - dla izoformy ANp53) oraz obecnoscig
lub brakiem intronu 2 (Rys. 21).

Warianty P1-p53 oraz PO-p53 sktadaty si¢ jedynie z egzonu 1 i 28-nukleotydowego
fragmentu egzonu 2 i1 zakonczone byly kodonem inicjacyjnym AUGI1. Z kolei, warianty
P1-ANp53 i PO-ANp53 zawieraly calg sekwencje nukleotydowa egzonu 2, egzon 3
oraz 26-nukleotydowy fragment egzonu 4 wraz z kodonem AUG2. W przypadku wariantow
P1-ANp53(int2) i PO-ANp53(int2), kodony AUGI1 i AUG2 zostaty oddzielone przez intron 2,

znajdujacy si¢ pomigdzy egzonem 1 1 egzonem 2.

Wszystkie warianty wklonowano do wektora ekspresyjnego pRL-CMV powyzej genu
reporterowego lucyferazy Renilla, tak aby kontrolowaly one jego ekspresje.
Sekwencje wariantow regionu terminalnego 5" mRNA p53 poprzedzata sekwencja promotora
dla polimerazy RNA T7, umozliwiajaca otrzymanie modelowych konstruktéw mRNA metoda

transkrypcji in vitro (Rys. 21).
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Rys. 21 Schematyczne przedstawienie modelowych konstruktéw mRNA, zawierajacych poszczegolne
warianty regionu terminalnego 5’ mRNA p53 oraz sekwencj¢ kodujaca biatko reporterowe lucyferazy
Renilla.

3.2.1. Translacja modelowych mRNA zawierajacych warianty regionu terminalnego 5’
mRNA oraz sekwencje kodujgca biatko reporterowe lucyferazy w lizacie z kroéliczych
retikulocytow

3.2.1.1. Wptyw wariantéow regionu terminalnego 5’ mRNA p53 rdznigcych sie miejscem
startu transkrypcji PO i P1 na wydajnos¢ translacji

W pierwszej kolejnosci postanowitam zbada¢ wplyw regionu migdzypromotorowego
PO-P1 na translacje¢ biatka reporterowego lucyferazy Renilla w systemie bezkomorkowym,
ktoérym byt lizat z kréliczych retikulocytow (RRL). W celu otrzymania modelowych mRNA
w reakcji transkrypcji in vitro, konstrukty dsDNA zawierajace warianty regionu terminalnego
5" mRNA p53 linearyzowalam za pomocg trawienia enzymem restrykcyjnym Notl,
tuz za sekwencja kodujaca biatko reporterowe. Reakcje transkrypcji in vitro prowadzitam
w obecnosci 3'-O-metylowanego analogu kapu ARCA (ang. anti-reverse cap analog),
aby otrzymac transkrypty posiadajace na koncu 5’ kap wbudowany w odpowiedniej orientacji
(rozdziat 3.2.2.1) elektroforetycznie w zelu poliakryloamidowym w warunkach
denaturujacych. Detekcja produktéw biatkowych odbywata si¢ na drodze autoradiografii,
dzieki zastosowaniu w reakcji translacji metioniny znakowanej izotopem siarki [*°S]-Met.

Autoradiogramy na rysunku 22 przedstawiaja bialkowe produkty translacji otrzymane
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z modelowych mRNA posiadajacych kap na koncu 5’ (panel A) oraz pozbawione kapu (panel

B).
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Rys. 22 Translacja in vitro modelowych konstruktow mRNA zawierajacych warianty regionu
terminalnego 5° mMRNA p53 oraz sekwencj¢ kodujaca biatko reporterowe lucyferazy Renilla.
Na autoradiogramach znajdujg si¢ produkty translacji in vitro prowadzonej w obecnosci [**S]-Met.
Wykresy przedstawiaja wydajnos¢ translacyjng kodonu AUG1 i AUG2 w modelowych mRNA
z kapem na koncu 5’ (panel A) i bez kapu (panel B). Wszystkie wartosci zostaty przedstawione w skali
logarytmicznej i sg one warto$ciami $rednimi uzyskanymi z co najmniej trzech powtorzen.
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W przypadku konstruktow P1-p53-Luc i PO-p53-Luc zawierajacych tylko kodon AUGI,
na zelu widoczny jest jeden prazek, odpowiadajacy lucyferazie Renilla. Z mRNA P1-ANp53-
Luc i PO-ANp53-Luc syntetyzowane byly dwa bialka, poniewaz zawierajg one dwa kodony
inicjacyjne AUGI i AUG2. W tym przypadku, z kodonu AUG1 powstawato biatko fuzyjne
sktadajace si¢ z pierwszych 39 aminokwasow biatka p53 oraz lucyferazy Renilla,
reprezentowane przez wolniej migrujacy prazek na zelu. Natomiast szybciej migrujacy prazek
odpowiada lucyferazie Renilla, ktérej translacja rozpoczynata si¢ z kodonu AUG2.
Poniewaz w mRNA P1-ANp53(int2)-Luc i PO-ANp53(int2)-Luc oba kodony inicjacyjne
oddzielone byly sekwencja intronu 2, w obrgbie ktorej znajduje si¢ kodon STOP UGA,
z tych mRNA syntetyzowane bylo tylko biatko lucyferazy z kodonu AUG2. Na podstawie
autoradiograméw pochodzacych z co najmniej trzech powtorzen doswiadczen, sporzadzitam
wykresy przedstawiajace ilosciowy wptyw poszczegdlnych wariantéw regionu terminalnego
5' na translacj¢ biatka reporterowego. Wydajnos¢ translacji zostala wyrazona w procentach
w stosunku do poziomu biatka otrzymanego z kontrolnego mRNA Luc, kodujacego jedynie
lucyferazg Renilla. W przypadku wszystkich modelowych mRNA, wydluizenie regionu
terminalnego 5’ o region powyzej promotora P1, miato inhibujacy wplyw na translacje biatka
reporterowego. W poréwnaniu z mRNAPI1-p53-Luc, ilo$¢ lucyferazy powstajacej
z PO-p53-Luc spadta prawie siedmiokrotnie w przypadku mRNA kapowanego
I dziewigciokrotnie dla nickapowanego mRNA (Rys. 22, warianty A i B). Wydtuzenie mRNA
P1-ANp53-Luc o region PO-P1 skutkowato dalszym spadkiem efektywnosci translacji,
zarowno z kodonu AUGI jak 1 AUG2 (Rys. 22, panel A, warianty B 1 C).
W przypadku mRNA P1-ANp53-Luc i PO-ANp53-Luc, ktore nie posiadaty kapu na koncu 5,
réznice w wydajnos$ci biatek syntetyzowanych z obu kodondéw byty mniejsze (Rys. 22, panel
B, warianty B i C). Z kolei, obecno$¢ regionu PO-P1 w mRNA z zachowanym intronem 2,
nie wptyneta na wydajnos¢ translacji z kodonu AUG2, zaréwno dla matrycy kapowanej
jak 1 niekapowanej (Rys. 22, panel A 1 B, warianty E 1 F). Podsumowujac, region P0-P1
obnizat gldwnie poziom biatka fuzyjnego, ktorego translacja inicjowana byla z kodonu
AUGI1. Spadek ten dotyczyl zar6wno mRNA zawierajacych jeden jak i1 dwa kodony
inicjacyjne AUG.
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3.2.1.2. Wplyw regionu terminalnego 5’ mRNA p53 z zachowanym intronem 2
na wydajno$é translacji

Oprocz w pelni dojrzatego mRNA p53, w kilku liniach komérek ludzkich
zidentyfikowano rowniez transkrypt pS3(EIl), w ktorym na skutek alternatywnego sktadania
pre-mRNA p53 zostal zachowany intron 2 [13]. Analiza PCR w czasie rzeczywistym
pokazata, ze ilo$¢ transkryptu zawierajgcego intron 2 jest w komorkach duzo nizsza,
w porownaniu z iloscig dojrzalego mRNA p53. Ponadto wykazano, ze transkrypt pS3(EII)
zwigzany byl z polirybosomami co oznacza, ze moze powstawa¢ z niego bialko.
Poniewaz w intronie 2 znajduje si¢ kodon terminacyjny UGA zgodny z ramkag odczytu
dla biatka p53 oraz poprzedza on kodon AUG2, to z takiego mRNA moze powstawac jedynie
izoforma ANp53. Zaproponowany zostal mechanizm generowania izoformy ANp53
z transkryptu z zachowanym intronem 2, wedlug ktorego po zsyntetyzowaniu
25-aminokwasowego peptydu z kodonu AUGI, wznawiany byt proces translacji z kodonu
AUG2 (Rys. 20). W celu okreslenia wydajno$ci translacyjnej regionu terminalnego 5'
zawierajacego intron 2, przeprowadzitam reakcje translacji in vitro w RRL z wykorzystaniem
modelowych mRNA P1-ANp53(int2)-Luc oraz PO-ANp53(int2)-Luc (Rys. 22, warianty E
1 F). Z obu mRNA powstawato jedynie bialko reporterowe, ktorego translacja inicjowana
byta z kodonu AUG2. W poréwnaniu z mRNA kontrolnym, poziom biatka syntetyzowanego
z mRNA zawierajacych intron 2 wynosit okoto 1%. Podobna ilo$¢ biatka generowana byta

z kodonu AUG2 z mRNA P1-ANp53-Luc i PO-ANp53-Luc, nie zawierajacych intronu 2.

3.2.1.2.1. Aktywno$¢ translacyjna kodonu AUG1 w mRNA ze zmutowanym kodonem STOP
w intronie 2

Aby sprawdzi¢, czy kodon AUG1 w transkryptach z intronem 2 jest rowniez aktywny
translacyjnie i inicjowana jest z niego synteza 25-aminokwasowego peptydu, postanowitam
zmutowac kodon terminacyjny znajdujacy w obrebie intronu 2. Na drodze ukierunkowanej
mutagenezy  konstruktow dsDNA  P1-ANp53(int2)-Luc oraz  PO-ANp53(int2)-Luc,
uzyskatam pochodne konstrukty P1-ANp53(int2-mut)-Luc oraz PO-ANp53(int2-mut)-Luc,
w ktorych kodon UGA zastgpiony byl kodonem GCG, kodujagcym alaning (Rys. 23).
Nastgpnie w reakcji transkrypcji in vitro otrzymalam mRNA ze zmutowanym kodonem
STOP, ktore roznity si¢ obecnoscig kapu na koncu 5. W reakcjach kontrolnych
wykorzystalam mRNA z niezmutowanym kodonem terminacyjnym oraz mRNA,

ktére nie zawieraly intronu 2.
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W reakcjach translacji in vitro z wykorzystaniem mRNA posiadajacych mutacje
UGA/GCG, oproécz biatka lucyferazy powstawat produkt biatkowy reprezentowany przez
wolniej migrujacy prazek w zelu. Wolniejsza migracja tego produktu, w poroéwnaniu
z biatkiem fuzyjnym syntetyzowanym z mRNA bez intronu 2 (MRNA P1-ANp53-Luc),
dowodzi ze translacja inicjowana jest z kodonu AUGI. Na skutek zastgpienia kodonu UGA
kodonem GCG, nie dochodzilo do terminacji translacji, wobec czego proces inicjowany
z kodonu AUG1 byt kontynuowany do momentu napotkania kodonu STOP na koncu mRNA.

W konsekwencji, biatko byto dtuzsze o fragment odpowiadajgcy sekwencji kodujacej intron
2.

%
== // P1-ANp53(int2)-Luc

PO P1 AUG1 int2 AUG2 Luc P0-ANp53(int2)-Luc
%
== / P1-ANp53(int2-mut)-Luc
PO P1 AUG1 int2 AUG2 Lue PO-ANp53(int2-mut)-Luc

—_—  —

P1-ANp53(int2-mut)-Luc P1-ANp53(int2)-Luc P1-ANp53-Luc
| - + | | - + | +  5Cap
(3.7) (13.1)

AUG | wonmmes. S
A AuGH

AUG2 | e AS—
(2.6) (0.9) (4.0) (1.8)
P0-ANp53(int2-mut)-Luc P0-ANp53(int2)-Luc P0-ANp53-Luc
- + | | - + | +  5Cap
(3.4) (2.3)
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Rys. 23 Efekt mutacji kodonu STOP znajdujgcego sie w obrebie intronu 2 na poziom translacji in vitro
inicjowanej z kodonu AUG2. W konstruktach P1-ANp53(int2)-Luc i PO-ANp53(int2)-Luc kodon
STOP UGA zastgpiono kodonem GCG. Autoradiogramy przedstawiaja poziom syntezy bialek
inicjowanej z kodonow AUG1 i AUG2.

69



Wyniki i dyskusja

W przypadku mRNA P1-ANp53(int2-mut)-Luc nie posiadajacego kapu na koncu 5,
oba bialka byly syntetyzowane w stosunku 1:1. Jednakze, brak kodonu STOP i zwigzana
z tym translacja z kodonu AUG1, nieznacznie obnizyty poziom biatka z kodonu AUG2 z 4,0
do 2,6 (wartosci znormalizowane w stosunku do translacji kontrolnego mRNA Luc).
Z kolei, obecnos$¢ analogu kapu na koncu 5' spowodowata wzrost efektywnosci translacji
z kodonu AUGI, czemu towarzyszyt silny spadek syntezy biatka z kodonu AUG2
do poziomu 0,9. Ilo§¢ biatka powstajacego z kodonu AUG2 byla mniejsza réwniez w
przypadku kapowanego mMRNA P1-ANp53(int2)-Luc. Sugeruje to, ze rowniez w tych
konstruktach kodon AUGI jest aktywny translacyjnie. Podobne wyniki otrzymatam
dla konstruktu PO-ANp53(int2-mut)-Luc. Tak jak poprzednio, z mRNA nie posiadajgcego
kapu na koncu 5' ilo§¢ powstajacych biatek z kodonow AUGI i AUG2 byta taka sama.
Natomiast dodanie kapu do mRNA doprowadzito do stymulacji translacji z kodonu AUGI
oraz drastycznie obnizylo poziom biatka z kodonu AUG2. Sugeruje to, ze translacja
z modelowych mRNA zawierajacych intron 2 jest inicjowana z obu kodonéw AUGI1 i AUG2

wedtug mechanizmu zaleznego od kapu na ich koncu 5.

Wydtuzenie mRNA P1-ANp53(int2-mut)-Luc o region PO-P1 nie wptywato na poziom
translacji z mRNA bez kapu na koncu 5'. Podobny wynik otrzymatam dla mRNA
P1-ANp53(int2)-Luc i  PO-ANp53(int2)-Luc.  Inhibujacy wplyw  regionu P0O-P1
zaobserwowatam jedynie dla mRNA P0-ANp53(int2)-Luc, lecz dopiero wtedy gdy matryce
w reakcji translacji stanowit mRNA z kapem na koncu 5'. Zmniejszong ilo$¢ biatka
obserwowano tylko w przypadku translacji inicjowanej z kodonu AUGL.
Sugeruje to, ze struktura drugorzedowa regionu PO-P1 moze utrudnia¢ proces skanowania

MRNA przez rybosom, w poszukiwaniu tego kodonu inicjacyjnego.

3.2.1.2.2. Rola uORF w wariancie regionu terminalnego 5’ mRNA p53 z zachowanym
intronem 2, w inicjacji translacji z kodonu AUG2

Regiony terminalne 5’ niektérych mRNA zawierajg dodatkowe kodony AUG,
ktore mogg tworzy¢ krotkie otwarte ramki odczytu tzw. uORF (ang. upstream open reading
frames) powyzej gtownej ramki odczytu. Obecnos¢ uORF jest charakterystyczna dla frakcji
mRNA posiadajagcych dlugie regiony terminalne 5’ oraz sekwencje intronowe, zachowane
w wyniku alternatywnego sktadania pre-mRNA [145]. Analiza transkryptomu ujawnita,
ze okoto 30-40% wszystkich mRNA posiada uORF, ktore poprzedzaja gtdwng ramke odczytu
[146; 147].Gdy znajduja si¢ one blisko konca 5" mRNA, uczestniczag w tzw. mechanizmie
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reinicjacji translacji, ktory polega na syntezie peptydu kodowanego przez uOREF,
a nastepnie pelnej dtugosci biatka, ze znajdujacej si¢ ponizej w sekwencji mRNA glowne;j
ramki odczytu. Uwaza si¢, ze rola uORF polega na hamowaniu translacji biatka pelnej
dhugosci. Ghosh i wspotpracownicy [13] opisali alternatywny mechanizm powstawania
izoformy  ANp53 z  transkryptu  p53(Ell) z  zachowanym intronem 2.
Zaklada on, ze po syntezie krotkiego peptydu i oddysocjowaniu duzej podjednostki
rybosomalnej w obrebie kodonu STOP, ktéry znajduje si¢ w intronie 2, mata podjednostka
rybosomalna pozostaje zwigzana z mRNA 1 translacja reinicjowana jest z kolejnego kodonu

inicjacyjnego AUG2 (Rys. 6).

Weczeéniejsze doswiadczenia z mRNA ze zmutowanym kodonem terminacyjnym
pokazaty, ze kodon AUGI jest aktywny translacyjnie. Postanowitam zatem sprawdzi¢
czy w wyniku translacji inicjowanej z kodonu AUG1 moze obniza¢ si¢ poziom bialka,
powstajacego z kodonu AUG2. W tym celu kodon inicjacyjny AUGI w mRNA
P1-ANp53(int2)-Luc oraz  P1-ANp53(int2-mut)-Luc  zastgpowatam kodonem GCA
dla alaniny. Na rysunku 24 schematycznie przedstawione s3 matrycowe mRNA,

ktore testowatam w reakcji translacji w RRL.

SN
k a P1-ANp53(int2)-Luc
P1 AUG1 int2 AUG2 Luc
— —
AN MUT MUT MUT
I a P1-ANp53(int2-mut)-Luc AUG1/STOP  AUG1 STOP
P1 AUG1 int2 AUG2 Luc
L L
I I AT
Eeer AUG1
! N # P1-ANp53(int2/AUGT-mut)-Luc W oo alliteoc sl WSS AUG2
P1 GCA nt2 AUG2 Lue 124 D ) o Ah )
| —
SN
I ,;' P1-ANp53(int2-mut/AUG1-mut)-Luc
P1 GCA int2 AUG2 Luc
—_—

Rys. 24 Translacja in vitro mRNA P1-ANp53(int2)-Luc ze zmutowanym kodonem AUGI1.
W reakcjach kontrolnych translacji poddano rowniez mRNA niezmutowany, P1-ANp53(int2)-Luc
oraz mRNA z mutacja kodonu STOP, a takze mRNA zawierajacy oba zmutowane kodony AUG1
i STOP.
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W reakcjach, w ktorych translacji ulegaly mRNA z mutacja AUGI/GCA
syntetyzowane byto tylko biatko lucyferazy z kodonu AUG2, o czym $wiadczy brak goérnego
prazka na autoradiogramie, ktéry byt obecny w reakcji translacji mRNA
P1-ANp53(int2-mut)-Luc ze zmutowanym kodonem STOP. W przypadku niezmutowanego
MRNA P1-ANp53(int2)-Luc, syntetyzowane byto rowniez tylko biatko lucyferazy.
W przypadku obu wariantéw ze zmutowanym kodonem AUGI, ilo$¢ biatka powstajacego
z kodonu AUG2 wzrosta w poréwnaniu z mRNA PI1-ANp53(int2)-Luc oraz mRNA
P1-ANp53(int2-mut)-Luc. Sugeruje to, ze translacja uORF, kodujacej 25-aminokwasowy
peptyd ma wplyw na poziom biatka lucyferazy syntetyzowanej z kodonu AUG2.

3.2.2. Translacja inicjowana z kodonéw AUG1 i AUG2 w modelowym mRNA P1-ANp53-Luc

3.2.2.1. Wptyw kapu na koricu 5" mRNA na aktywnos¢ translacyjng wariantow regionu
terminalnego 5’ mRNA p53

W kolejnym etapie moich badan postanowitam sprawdzi¢ w jaki sposob obecnosé
kapu wptywa na wydajno$¢ translacji inicjowanej z kodonu AUGI1 dla biatka p53 i AUG2
dla izoformy ANp53.

Modelowe mRNA zawierajace warianty regionu terminalnego 5" mRNA p53 (Rys. 21)
z kapem na koncu 5', otrzymywalam w reakcji transkrypcji in vitro w obecnosci analogu kapu
1 obnizonego stezenia GTP. Syntetyczny analog kapu jest dinukleotydem guanozynowym,
w ktorym jedna reszta guanozyny posiada grup¢ metylowa w pozycji N7 zasady azotowe]
(Rys. 25). Obecnos$¢ grup 3'OH w resztach rybozy powoduje, ze nawet polowa mRNA,
otrzymywanego w reakcji transkrypcji in vitro posiada kap na koncu 5’ w odwrotnej orientacji
[148]. Wowczas, reszta guanozyny na koncu 5' nie posiada grupy metylowej w pozycji N7,
przez co nie moze by¢ wigzana przez czynnik elF4E i1 w konsekwencji prowadzi
to do obnizenia wydajnosci translacji mRNA. Aby uzyska¢ mRNA z kapem w odpowiedniej
orientacji, zastosowatam analog kapu o nazwie ARCA (ang. anti-reverse cap analog)
(Rys. 25). W analogu tym, jedna z grup OH w pozycji C3' rybozy zastgpiona jest
metylowana, przez co niemozliwe jest utworzenie wigzania fosfodiestrowego z kolejnym

nukleotydem.
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monometylowany analog kapu analog kapu ARCA
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Rys. 25 Analogi kapu stosowane w transkrypcji in vitro w celu otrzymania mRNA kapowanego
na koncu 5.

Na rysunku 22A przedstawitam wyniki translacji in vitro w RRL, w ktorych matryce
stanowity modelowe mRNA kapowane na koncu 5'. W przypadku mRNA P1-p53-Luc
i PO-p53-Luc, w ktorych kodon AUGI jest jedynym kodonem inicjacyjnym, translacja
wzrosta odpowiednio z 19,5% 1 2,1% do 67,5% 1 9,8%, w pordéwnaniu do translacji
kontrolnego mRNA Luc. Translacja zachodzita rowniez wydajniej z kodonu AUG1 w mRNA
P1-ANp53-Luc, ktory posiada oba kodony AUGI i AUG2. Otrzymany wynik pozwala
przypuszczaé, ze translacja inicjowana z kodonu AUGI dla biatka p53 jest zalezna
od obecnosci kapu na koncu 5’ mRNA. Nieoczekiwanie, dodanie kapu do mRNA
PO-ANp53-Luc nie zmienito iloSci syntetyzowanego biatka z kodonu AUGI.
Prawdopodobnie, jest to spowodowane inhibujacym wptywem regionu P0-P1 na proces
translacji. Co ciekawe, obecnos$¢ kapu nie wptynela réwniez na poziom biatka z kodonu
AUG?2, powstajacego w reakcji translacji z mRNA P1-ANp53-Luc. Wynik ten sugeruje,
ze translacja inicjowana z kodonu AUG2 zachodzi wedlug mechanizmu niezaleznego
od kapu. Aczkolwiek, w przypadku kodonu AUG2 w mRNA z regionem P0-P1, po dodaniu
kapu do konca 5" mRNA zaobserwowatam nizszy poziom biatka. Translacja rozpoczynajaca
si¢ z kodonéw AUG?2 byta rowniez inhibowana w przypadku mRNA zawierajacych intron 2
(P1-ANp53(int2)-Luc i PO-ANp53(int2)-Luc) i osiggata poziom zaledwie 0,7% i 0,5%,
w odniesieniu do translacji kontrolnego mRNA Luc. Wedlug wczesniejszych informacji
literaturowych dotyczacych transkryptu pS3(EIl), translacja z kodonu AUG2 zachodzi
prawdopodobnie na drodze reinicjacji, czyli wedlug jednego z mechanizmdéw inicjacji
translacji zaleznej od kapu. Mozliwe jest, ze przyczyna zmniejszonej wydajnosci translacji
z AUG2 po dodaniu kapu do konca 5" mRNA, jest zwigkszenie efektywnosci translacji
z kodonu AUGL.
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3.2.2.2. Wptyw wolnego analogu kapu na inicjacje translacji z kodonéw AUG1 i AUG2

Aby uzyska¢ wiecej informacji na temat mechanizmu inicjacji translacji z kodonoéw
AUGI 1 AUG2, przeprowadzitam reakcj¢ translacji w RRL z wykorzystaniem kapowanego
MRNA P1-ANp53-Luc, w obecno$ci wolnego analogu kapu m’G(5)ppp(5")G (Rys. 25).
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Rys. 26 Analiza iloSciowa efektywnosci translacji kapowanego mRNA P1-ANp53-Luc, w obecnosci
wzrastajacego stezenia wolnego analogu kapu m’G(5")ppp(5)G.

Zastosowanie w reakcji wolnego analogu kapu ma na celu zwigzanie czynnika elF4E
obecnego w lizacie, tak aby nie mogt on wigza¢ si¢ do kapu na koncu 5" mRNA. Takie same
ilosci RRL inkubowatam najpierw z analogiem kapu o wzrastajacym stezeniu (0-750 puM),
po czym do kazdej proby dodawatam taka samg ilo§¢ mRNA P1-ANp53-Luc.
Nastepnie okreslitam ilo§¢ produktéw biatkowych powstajacych z obu kodonéw,
w odniesieniu do reakcji kontrolnej prowadzonej bez dodatku wolnego analogu kapu,
a oznaczonej jako stezenie 0 uM na rysunku 26. Wolny analog kapu powodowal inhibicje
translacji inicjowanej z kodonu AUGI juz przy 50 uM stezeniu. Przy 250 uM stezeniu, ilo§¢
biatka z AUGI wynosita tylko 10% wartosci poczatkowej (bez dodania analogu kapu
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do reakcji). Zwigkszenie stezenia analogu prowadzito do dalszej inhibicji translacji z kodonu
AUGI1. W przeciwienstwie do translacji z kodonu AUGI, efektywnos¢ translacji inicjowane]
z kodonu AUG2 wzrosta juz przy 25 uM stezeniu analogu kapu, a przy jego stezeniu 100 uM
osiggneta warto$¢ najwyzsza, wynoszaca 110% wartoSci poczatkowej. Wyzsze stezenie
analogu kapu nie powodowato dalszego wzrostu ilosci biatka syntetyzowanego z AUG?2.
Przy jego stezeniu 250 uM ilo$¢ biatka syntetyzowanego kodonu AUG2 byta poréwnywalna
do poziomu biatka powstajacego z kodonu AUG2 przy braku wolnego analogu kapu
w reakcji.
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Rys. 27 Stabilno$¢ produktu biatkowego powstajacego W reakcji translacji in vitro z kodonu AUG1.

Aby sprawdzi¢, czy spadek poziomu biatka syntetyzowanego z kodonu AUGI
w obecnosci wolnego analogu kapu nie jest spowodowany degradacja biatka w srodowisku
lizatu, przeprowadzitam inkubacj¢ mRNA P1-ANp53-Luc w RRL, wydtuzajac czas inkubacji
(Rys. 27). Tlos¢ biatka powstajacego z kodonu AUGI wzrosta do wartosci maksymalnej juz
po godzinnej inkubacji. Nastgpnie, poziom bialka zmniejszyt si¢ nieznacznie w czasie,

jednak po pigciu godzinach ciggle wynosit on 85% warto$ci maksymalnej.

75



Wyniki i dyskusja

3.2.2.3. Udziat ogona poli(A) w inicjacji translacji z kodonu AUG1 i AUG2

Przetomowe prace na temat stymulujacego wplywu kapu i ogona poli(A) na translacj¢
mRNA zostaty opublikowane w latach *90 przez Gallie’ego [149]. Okazuje si¢, ze translacja
wigkszosci eukariotycznych mRNA wymaga synergistycznego oddziatywania kapu z ogonem
poli(A) na etapie inicjacji. Wykazano réwniez pozytywny wplyw ogona poli(A) na

IRES-zalezng translacje u picornawirusow [150].

Aby dowiedziec si¢, czy ogon poli(A) uczestniczy w translacji inicjowanej z kodonow
AUGI1 1 AUG2, za pomoca polimerazy poli(A) dodawatam ogon poli(A) o dlugosci okoto
100 nukleotydow do konca 3’ kapowanych mRNA PI1-p53-Luc i P1-ANp53-Luc.
Reakcje poliadenylacji przeprowadzalam zawsze w takich samych warunkach, aby uzyska¢
mRNA z ogonem poli(A) o statej dlugosci. Dhugos¢ ogona poli(A) sprawdzatam za pomoca
elektroforezy w 1% zelu agarozowym. Otrzymane mRNA posiadajace kap na koficu 5’ i ogon
poli(A) na koncu 3’ ulegaty translacji w RRL. Doswiadczenie obejmowato réwniez reakcje
translacji na matrycach mRNA P1-p53-Luc i P1-ANp53-Luc z niefunkcjonalnym analogiem
kapu ApppG wbudowanym na koncu 5’, z ktorym nie wigze si¢ czynnik inicjacyjny elF4E
(Rys. 28). Wydajnos¢ translacji takich mRNA okreslatam w stosunku do mRNA
posiadajacych funkcjonalny kap na koncu 5'. Zar6wno w przypadku mRNA z jednym
kodonem AUG1 (mRNA P1-p53-Luc) jak i dwoma kodonami AUGl i AUG2
(MRNA P1-ANp53-Luc), obecno$¢ ogonu poli(A) inhibowata translacje. Ilo$¢ biatka
syntetyzowanego z kodonu AUGI w obu mRNA, spadla do poziomu 0,21 i1 0,44.
Podobny wynik otrzymatam w przypadku kodonu AUG2 w mRNA P1-ANp53-Luc, z ktérego
poziom syntetyzowanego biatka po dodaniu ogona poli(A) byt nizszy o okoto 50%.

A B
kap/poli(A) kap ApppG kap/poli(A)  kap ApppG
(0,44) (1) (0,21) (0,21) (1) (0,33)
AUGT e — AUGT . D csm—
AUG2 . (1,25)
(0,55) (1)

Rys. 28 Wplyw ogonu poli(A) na koncu 3" mRNA P1-ANp53-Luc (A) i P1-p53-Luc (B)
oraz niefunkcjonalnego kapu ApppG na koncu 5’ na translacj¢ in vitro. Wartosci liczbowe
w nawiasach oznaczaja stopien inhibicji lub stymulacji reakcji, w poréwnaniu z poziomem biatek
otrzymywanych

z mRNA z kapem na koncu 5'.
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Rowniez niefunkcjonalny kap, ApppG wptywal inhibujaco na translacje z kodonu
AUGI, a jej poziom byt poréwnywalny z efektem dodania do obu mRNA ogona poli(A).
Zaskakujacy wynik otrzymatam dla kodonu AUG?2, z ktérego translacja byta stymulowana po

dodaniu niefunkcjonalnego analogu ApppG do konca 5'.

Aby sprawdzi¢ jak ogon poli(A) wplywa na translacic¢ mRNA, ktory nie posiada
trwalych termodynamicznie motywow strukturalnych w regionie terminalnym 5" mRNA,
przeprowadzilam szereg reakcji translacji w RRL z kontrolnym mRNA Luc, ktory koduje
biatko reporterowe lucyferazy. Zastosowatam rozne modyfikacje konca 5’ 1 3" mRNA,
polegajace na dodaniu kapu i ogona poli(A). Wplyw wszystkich modyfikacji odnositam
do efektywnosci translacji mRNA z wbudowanym na koncu 5’ funkcjonalnym kapem
(Rys. 29).

kap/poli(A) (-)/poli(A)  ApppG/(-) kap/(-) -)/(-)
R ————
(0,99) (0,66) (0,73) (1) (0,77)

Rys. 29 Translacja in vitro kontrolnego mRNA Luc oraz jego pochodnych posiadajacych analogi kapu
na koncu 5’ i ogon poli(A).

Synteza lucyferazy z mRNA Luc w RRL zachodzita na podobnym poziomie,
gdy mRNA nie posiadat kapu na koncu 5’ lub gdy byl to kap niefunkcjonalny, ApppG.
Widoczny jest rowniez inhibujacy wpltyw ogona poli(A) na translacj¢. Aczkolwiek mRNA
Luc, ktéry zawieral zaréwno 5’ kap jak 1 3’ poli(A), wykazywal zblizona aktywno$¢

translacyjng do kontrolnego mRNA z kapem na koncu 5'.

3.2.3. Translacja modelowych mRNA zawierajgacych warianty regionu terminalnego 5’
mRNA p53 w komérkach Hela i MCF-7

Aby dowiedzie¢ si¢ w jaki sposdb warianty regionu terminalnego 5" mRNA p53
wplywaja na efektywnos¢ translacji biatka reporterowego lucyferazy Renilla w srodowisku
komorkowym, komorki raka szyjki macicy Hela 1 raka piersi MCF-7 transfekowatam
modelowymi konstruktami mRNA. Wszystkie mRNA posiadaty kap na kofcu 5,

aby zwigkszy¢ ich trwato$§¢ w komorce i zapobiec przedwczesnej degradacji. Roéwnoczesnie
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z kazdym konstruktem mRNA kodujacym lucyferazg¢ Renilla (Rluc), wprowadzatam
do komoérek mRNA lucyferazy Firefly (Fluc), posiadajacy kap na koncu 5’ i ogon poli(A)
na koncu 3'. Wykorzystanie technologii podwdjnego reportera opartej o dwa biatka
reporterowe, pozwala na normalizacj¢ réznic w wydajnosci transfekcji, ktéra moze wynikac

ze zmiennej liczby komorek lub warunkow transfekcji w kolejnych doswiadczeniach.

Obie lucyferazy sa enzymami katalizujacymi utlenianie lucyferyny, w wyniku czego
dochodzi do emisji fali $wietlnej (Rys. 30). Jednak ze wzgledu na odmienng strukture,
oba enzymy wykazujg inne wymagania wzgledem substratu, dzigki czemu mozliwe jest

okreslenie poziomu obydwu lucyferaz podczas jednego pomiaru luminescencji.

Recombinant Firefly

HO . _~__g _ .~ COOH Luciferase O __g _
[ ]/ +ATP4O > I </N,"/ +AMP+PP +CO,+Light
SN S- 2 Mg2* SN S 2
Beetle Luciferin Oxyluciferin
— -
o, (_\\_{{/_ OH Renilla O%;*“\J‘_OH
T4 +0, Luciferase N +CO,+Light
N[N N e N NH
| | ]’
= N Ty .,
_ | H = N
HO Y HO™ S
Coelenterazine Coelenteramide

Rys. 30 Reakcje chemiluminescencji katalizowane przez enzymy: lucyferazg Renilla i Firefly.

Gdy komorki obu linii osiggnety odpowiedni stopien konfluencji, kotransferowatam je
rownomolowymi ilosciami mRNA za pomoca odczynnika TransMessenger (Qiagen).
Po okreslonym czasie (w zakresie kilku godzin), komodrki poddawalam lizie
1 przeprowadzatam pomiar aktywnosci obu lucyferaz. W tym celu wykorzystalam komercyjny
zestaw zawierajacy substraty dla lucyferazy Firefly i Renilla. Nastepnie dokonywatam
pomiaru chemiluminescencji. Otrzymane wartosci dla lucyferazy Renilla, ktora powstawata
pod kontrolg wariantow regionu terminalnego 5’ mRNA p53, normalizowatam do wartos$ci
otrzymanej dla lucyferazy Firefly, ktora byta syntetyzowana z kontrolnego mRNA Fluc.
Nastgpnie znormalizowane wartosci odnositam do poziomu lucyferazy Renilla

syntetyzowanej z kontrolnego mRNA Rluc.
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Rys. 31 Poziom bialka reporterowego lucyferazy Renilla powstajacego pod kontrolg wariantow
regionu terminalnego 5' mRNA p53 w komoérkach HeLa i MCF-7.

Diagram na rysunku 31 ilustruje wptyw wariantow regionu terminalnego 5" mRNA
p53 na poziom bialka lucyferazy Renilla w komoérkach HeLa i MCF-7. W przypadku
konstruktow mRNA zawierajgcych jeden kodon inicjacyjny AUGL (oznaczone jako A i B),
ilos¢ powstajacego biatka byta nizsza w obu liniach komoérkowych, w poréwnaniu

z kontrolnym mRNA Rluc (oznaczonym jako L). Przy czym mRNA P1-p53-Luc
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I PO-p53-Luc ulegaja translacji na podobnym poziomie w komorkach HeLa.
Z kolei, obecnos¢ regionu PO-P1 powoduje 3-krotny spadek ilosci syntetyzowanego biatka
w komorkach MCF-7. W przypadku konstruktow mRNA z dwoma kodonami inicjacyjnymi
AUG, czyli P1-ANp53-Luc i PO-ANp53-Luc, rozréznienie biatek powstajacych z kodonu
AUGL i AUG2 za pomocg pomiaru aktywnosci lucyferazy byto niemozliwe. Z tego powodu,
aktywno$¢ translacyjna kodonéw AUGI i AUG2 podawana jest sumarycznie (warianty C
i D). Wydluzenie mRNA P1-ANp53-Luc o region PO-P1 zredukowato ilo$¢ powstajacego
biatka 2-krotnie w komodrkach Hela i 3-krotnie w komérkach MCF-7 (oznaczone jako C i D).
Najnizsza wydajno$¢ translacyjng wykazywalty mRNA zawierajace intron 2 w obrebie
regionu terminalnego 5’ (warianty E 1 F). [lo$¢ syntetyzowanej lucyferazy w komoérkach Hela
wynosita okoto 10%, w stosunku do ilo$ci biatka powstajacego z kontrolnego mRNA.
Natomiast w komodrkach MCF-7 obecno$¢ intronu 2 obnizata poziom biatka lucyferazy do 6%
powstajacego z mRNA PI1-ANp53(int2)-Luc i do 20% w przypadku mRNA
PO-ANp53(int2)-Luc.

3.2.4. Analiza struktury drugorzedowej regionu terminalnego 5' mRNA p53 w modelowym
konstrukcie mRNA kodujacym lucyferaze Renilla

Struktura drugorzedowa RNA fragmentow mRNA p53, odpowiadajacych regionom
P1-p53 i P1-ANp53 zostata okreslona w naszym Zaktadzie wczesniej, za pomoca metod
chemicznych i enzymatycznych [151] (Rys. 32). RNA P1-ANp53 sktada si¢ z 259
nukleotydéw i zawiera pelnej dlugosci region niekodujacy 5’ do pierwszego kodonu
inicjacyjnego AUG1 (5'UTR) oraz cz¢$¢ otwartej ramki odczytu pomiedzy dwoma kodonami
AUGI1 1 AUG2. Struktura drugorzedowa tego regionu zostaje utworzona na skutek
oddziatywania konca 5’ i 3' czgsteczki RNA. Dochodzi wowczas do powstania dwoch
charakterystycznych motywow strukturalnych typu spinki. Jednym z nich jest spinka
utworzona przez reszty G56-C169, w obrebie ktérej umiejscowiony jest kodon AUGI
dla biatka p53. Druga spinka, U180-A218 jest mniejsza i tworza ja liczne pary A-U,
za ktorg w kierunku 3’ mRNA znajduje si¢ region jednoniciowy A219-C229. Z kolei, RNA
P1-p53 przyjmuje odmienng strukture. Fragment ten odpowiada izolowanemu regionowi
5" UTR o dhugosci 140 nukleotydéw, zakonczonemu kodonem AUGI i tworzy on kilka
motywow typu spinki. Jedynym wspolnym motywem obu fragmentow jest spinka C99-G126,
ktéra w RNA P1-ANp53 tworzy apikalng czgs¢ spinki G56-C169.
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Rys. 32 Struktura drugorzedowa czasteczek RNA P1-ANp53(A) i P1-p53 (B) [151].

Poniewaz uzyte przeze mnie modelowe konstrukty mRNA zawieraty znajdujaca si¢
ponizej w kierunku 3’ sekwencje kodujaca biatko reporterowe lucyferazy Renilla,
postanowitam sprawdzi¢ czy wptywa ona na strukture regionu terminalnego 5" mMRNA pS53,
w szczegdlnosci w transkryptach P1-ANp53-Luc i P1-p53-Luc. Do mapowania struktury
drugorzgdowej RNA zastosowalam metod¢ SHAPE, modyfikacj¢ chemiczng za pomoca
siarczanu dimetylu (DMS) oraz metode cie¢ indukowanych jonami Pb?*. Metoda SHAPE
(ang. selective 2'-hydroxyl acylation analyzed by primer extension) polega na zastosowaniu
bezwodnika N-metyloizatoicznego (NMIA), ktory acyluje grupy 2'OH reszt rybozy
w regionach jednoniciowych RNA [152]. Modyfikacja przy uzyciu siarczanu dimetylu polega
na metylacji atomow azotu w pozycji 1 pierScienia adeniny i azotu w pozycji 3 pier§cienia
cytozyny. Natomiast ciecia indukowane w obecnosci jonow Pb?" umozliwiaja identyfikacje
reszt znajdujacych si¢ w regionach jednoniciowych i regionach o zaburzonej strukturze
helikalnej. Chociaz metoda ta nie wykazuje specyficznosci wzgledem okreslonych zasad

azotowych, to stabsze cigcia obserwuje si¢ czgsto za resztami guanozyny [153].

Zarowno miejsca cie¢ w RNA jak 1 miejsca modyfikacji chemicznej identyfikowatam

za pomocg reakcji odwrotnej transkrypcji. W celu identyfikacji reszt modyfikowanych przez
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NMIA i DMS w reakcji odwrotnej transkrypcji, stosowatam ten sam starter DNA
wyznakowany na koncu 5’ czterema réznymi barwnikami fluorescencyjnymi: FAM - dla
reakcji kontrolnej bez odczynnika modyfikujgcego, VIC - dla reakcji modyfikacji, PET i NED
- dla reakcji sekwencjonowania z ddA i ddT w przypadku metody SHAPE oraz ddT i ddG dla
modyfikacji DMS [154]. Fragmenty cDNA byly rozdzielane -elektroforetycznie
na pojedynczej kapilarze. Uzyskane wyniki analizowalam za pomoca programu
komputerowego ShapeFinder [155], ktory pozwala uzyska¢ znormalizowane wartoSci,
odpowiadajace reaktywnosci poszczegoélnych reszt nukleotydowych. Na podstawie analizy
ilosciowej SHAPE i DMS otrzymalam wartosci energii swobodnej AG (dla kazdego
nukleotydu w przypadku metody SHAPE i dla nukleotydow A i C w modyfikacji DMS),
ktore  nastgpnie wykorzystywatam w funkcji programu RNAstructure 5.2 w celu
wygenerowania modelu struktury drugorzgdowej RNA [156].

Cigcia indukowane w RNA w obecnosci jonow Pb?* identyfikowatam rowniez
za pomocg reakcji odwrotnej transkrypcji, jednak do tego celu wykorzystywalam starter DNA
znakowany na koncu 5’ izotopem 3?P. Otrzymane fragmenty rozdzielatam w zelu

poliakryloamidowym w warunkach denaturujacych.

3.2.4.1. Mapowanie struktury drugorzedowej RNA regionu P1-ANp53 w modelowym
konstrukcie mRNA P1-ANp53-Luc w warunkach in vitro

Na rysunku 33 przedstawiona jest struktura drugorzg¢dowa regionu P1-ANp53
w konstrukcie  mRNA zawierajacym otwarta ramke¢ odczytu dla lucyferazy Renilla.
Model struktury drugorzedowej zostal wygenerowany przez program RNASstructure
z uwzglednieniem danych mapowania struktury, otrzymanych za pomoca metody SHAPE
i modyfikacji DMS. Ciecia indukowane jonami Pb?" naniostam na model struktury
drugorzedowej, po okresleniu wzglednej intensywnosci cie¢ w odniesieniu do reakcji

kontrolnej K(-).

Struktura drugorzedowa RNA regionu P1-ANp53 w konstrukcie z sekwencjg kodujaca
lucyferaze jest wysoce zgodna ze struktura izolowanego regionu P1-ANp53. Swiadczy o tym
obecno$¢ charakterystycznych motywow strukturalnych typu spinki G56-C169 i U180-A218.
Zarowno DMS jak 1 NMIA modyfikowaly jednonukleotydowe wybrzuszenia, reszty
nukleotydowe w obrebie jedno- i dwustronnych wybrzuszen oraz petli apikalnych obu spinek.

Za pomoca modyfikacji chemicznej dobrze okreslone zostaly rowniez regiony jednoniciowe
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A49-G54 oraz A219-U227. Takze kilka reszt w regionie C170-G179 byto modyfikowanych
przez NMIA. Obecna jest rowniez mniejsza spinka G23-C34, o czym $§wiadcza modyfikacje
w pozycjach A25-A29. W regionach jednoniciowych indukowane sa takze cigcia RNA
w obecnosci jonow Pb?*. Szczegolnie silne ciecia obserwowane sa w obrebie reszt U50-U53,
ktore cechuja si¢ takze wysoka reaktywnos$cia wobec NMIA. Do przecinania wigzan
fosfodiestrowych dochodzito takze w regionie C170-U176, w ktorym praktycznie nie
wystepowaty modyfikacje chemiczne. Cigcia o zroznicowanej sile wystepowaty
w najdtuzszym regionie jednoniciowym A219-C229. Za pomoca jonéw Pb?* dobrze
okre$lone zostaly takze regiony jednoniciowe w spince G56-C169. Jony Pb?" stabo
rozpoznawaly reszty w obrebie petli apikalnych obu spinek, prawdopodobnie ze wzgledu na
obecnosé reszt purynowych. Ponadto, jony Pb%" indukowatly stabe cigcia w regionach

dwuniciowych u podstawy spinki G56-C169 oraz w obrgbie spinki U180-A218.
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Rys. 33 A - Autoradiogramy przedstawiaja rozktad cie¢ indukowanych jonami Pb?* w RNA
P1-ANp53-Luc, analizowanych za pomoca reakcji odwrotnej transkrypcji z radioaktywnie
znakowanym starterem hybrydyzujacym ponizej kodonu AUG2 w obrebie sekwencji kodujacej
lucyferaze Renilla. K(-) - reakcja kontrolna, G, C, T, A - reakcje sekwencjonowania. Po lewej stronie
dhugiego 1 krotkiego biegu elektroforetycznego zaznaczone sa wybrane reszty guanozyny.
Stezenie jondw Pb?* w reakcjach wynosito 1, 0,5 0,25 mM.
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Rys. 33 B - Histogram przedstawia znormalizowane reaktywnosci wzgledem DMS. Modyfikacje reszt
nukleotydowych identyfikowano w reakcji odwrotnej transkrypcji ze starterem znakowanym
fluorescencyjnie. Kolor stupkow jest zgodny z legenda na panelu D.

C - znormalizowane reaktywnosci SHAPE w zaleznosci od reszty nukleotydowej. Miejsca
modyfikacji okreslano na podstawie wynikéw elektroforezy kapilarnej produktow cDNA
znakowanych fluorescencyjnie. Kolor stupkéw odpowiada legendzie na panelu D.
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Rys. 33 D - model struktury drugorzedowej regionu P1-ANp53 w konstrukcie mRNA z lucyferazg
Renilla, wygenerowany przez program RNAstructure z uwzglednieniem wigzow strukturalnych,
pochodzacych z analizy SHAPE. Na modelu struktury zaznaczono miejsca modyfikacji i cigcia
z uwzglednieniem kolorow opisanych w legendzie. Kolor nukleotydéw oznacza intensywno$é
modyfikacji SHAPE. Modyfikacje DMS oznaczone sg koétkami. Ciecia w obecno$ci jonow Pb?

zaznaczone sg na strukturze za pomocg strzatek.
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3.2.4.1.1. Analiza struktury drugorzedowej regionu P1-ANp53 w modelowym konstrukcie
mRNA w lizacie z kréliczych retikulocytéw za pomoca siarczanu dimetylu

Wigkszos¢ testow funkcjonalnych z wykorzystaniem modelowych mRNA
przeprowadzatam w RRL. Z tego wzgledu postanowitam sprawdzi¢ czy w tych warunkach
struktura drugorzedowa RNA regionu P1-ANp53 w konstrukcie mRNA P1-ANp53-Luc
zostaje zachowana. Uzyskanie informacji na temat aranzacji strukturalnej tego regionu
w RRL byto bardzo wazne, szczegolnie w kontek$cie analizy tworzenia si¢ kompleksow
rybosomalnych na mRNA P1-ANp53-Luc, a takze przy projektowaniu oligonukleotydow
antysensowych w celu modulacji translacji inicjowanej z AUGL1 i AUG2 (rozdziat 3.4.).
Strukture drugorzedowa regionu P1-ANp53 w warunkach RRL analizowatam za pomocg
modyfikacji chemicznej siarczanem dimetylu (DMS). Metode ta wybralam poniewaz, stosuje

si¢ ja rowniez do mapowania struktury RNA in vivo [157].

Wyniki otrzymane z mapowania struktury drugorzedowej regionu P1-ANp53
w konstrukcie mRNA z otwartg ramka odczytu dla lucyferazy w warunkach lizatu, dobrze
koresponduja z modelem struktury tego regionu, otrzymanym na podstawie badan in vitro.
W warunkach lizatu dobrze rozpoznane przez DMS zostaly reszty nukleotydowe w obrgbie
petli  apikalnych, jedno- 1 dwustronnych wybrzuszen oraz dhuzszych odcinkéw
jednoniciowych (Rys. 34). Reszty nukleotydowe o najwigkszej reaktywnosci to: jednostronne
wybrzuszenie w dolnej czesci spinki G56-C169, dwustronne wybrzuszenie i petla apikalna
w spince U180-A218 oraz jednoniciowy fragment A219-C229. Siarczan dimetylu
modyfikowal réwniez pierwszy nukleotyd zaro6wno w kodonie AUGI jak 1 AUG?2,
co wskazuje, ze znajdujg si¢ one czg¢sciowo w regionach niesparowanych. Co wigcej,
metylowane sa reszty C170-C173, ktore w warunkach in vitro nie byty rozpoznawane przez
DMS. Ogolny rozktad modyfikacji jest bardzo podobny w RRL i w warunkach in vitro,
jednak wystepuje takze kilka rdéznic, ktore dotycza przede wszystkim zmiany wzglednej
reaktywnos$ci nukleotydow. Na przyktad reszty A113, A115 sg silnie modyfikowane przez
DMS in vitro, natomiast w RRL wykazuja juz mniejszg reaktywnos¢. Prawdopodobnie,
réznice te zwigzane sg z oddzialywaniem z biatkami obecnymi w RRL, ktore moga wigzac si¢
do mRNA 1 w ten sposdb ogranicza¢ dostgpnos¢ niektérych reszt dla DMS.
Jednakze, najwazniejsze elementy strukturalne regionu P1-ANp53 zostaja zachowane w RRL.
Mozna rowniez stwierdzi¢, ze w tych warunkach sekwencja kodujaca lucyferaze znajdujaca

si¢ ponizej w kierunku 3’, nie wptywa zasadniczo na sposdb zwijania si¢ tego regionu.
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Rys. 34 Analiza struktury drugorzgdowej regionu P1-ANp53 w modelowym konstrukcie mRNA
w RRL. A - Histogram przedstawia reaktywnos¢ reszt nukleotydowych modyfikowanych przez DMS.
B - model struktury drugorzedowej RNA P1-ANp53 wygenerowany przez program RNAstructure
z naniesionymi miejscami modyfikacji DMS.

3.2.4.2. Struktura drugorzedowa regionu P1l-p53 w modelowym konstrukcie
MRNA P1-p53-Luc

W kolejnym etapie badan postanowitam zbada¢ struktur¢ drugorzedowa regionu
P1-p53, ktory posiada tylko kodon AUG1, w uzywanym konstrukcie mRNA P1-p53-Luc.
Strukture RNA mapowatam zaré6wno in vitro jak i w RRL, stosujac tak jak poprzednio
metode SHAPE, modyfikacje chemiczng DMS i metode cig¢ indukowanych jonami Pb?".
Modyfikacje chemiczne reszt nukleotydowych analizowatam stosujac reakcje odwrotnej
transkrypcji ze znakowanym fluorescencyjnie starterem DNA oraz rozdzial fragmentdéw
cDNA za pomoca wysokorozdzielczej elektroforezy kapilarnej. Natomiast cigcia indukowane
w obecnosci jonéw Pb?* identyfikowatam, stosujac radioaktywnie znakowany starter DNA
w reakcji odwrotnej transkrypcji, a nastgpnie autoradiografi¢ produktow cDNA po rozdziale

w zelu poliakryloamidowym.

Na rysunku 35 pokazany zostal model struktury drugorzgdowej regionu P1-p53
wygenerowany przez program RNAstructure z uwzglednieniem wynikéw modyfikacji
SHAPE. Nastepnie, na model ten naniostam wyniki otrzymane z mapowania struktury
pozostatymi metodami. Zaréwno odczynnik NMIA jak 1 DMS, dobrze rozpoznawaty petle
apikalne w obrebie utworzonych motywow typu spinki. Odczynnik NMIA modyfikowat
réwniez niektoére nukleotydy w parach A-U, zlokalizowane w regionach dwuniciowych,

na przyktad pary w pozycjach 22-40, 15-45 czy 75-89, co moze $wiadczy¢ o niskiej energii
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stabilizacji utworzonych elementéw strukturalnych. Reaktywne wzgledem NMIA byly takze
nukleotydy tworzace jednostronne wybrzuszenia, a takze w niestandardowych parach U-G,
w pozycjach 67-96 i 76-88. Jednoniciowy region skladajacy sie¢ z reszt A48-U57,
ktory w alternatywnej strukturze wygenerowanej przez RNAstructure tworzy duza petle
apikalng zostal zmapowany jako dostepny za pomoca wszystkich stosowanych metod.
Ponadto, wszystkie reszty modyfikowane przez DMS w warunkach in vitro byly takze
modyfikowane w RRL. Zmieniata si¢ tylko ich reaktywnos$¢ wzgledem tego odczynnika.
Z podobng sytuacjg miatam do czynienia w przypadku modyfikacji DMS konstruktu mRNA
P1-ANp53-Luc. Nieoczekiwanie, jony Pb?** nie indukowaty cig¢ w niektérych regionach
przewidzianych jako jednoniciowe, podobnie jak ma to miejsce w izolowanym RNA
P1-p53. Dotyczy to szczegodlnie petli apikalnej G110-C116 i regionu G127-U132.
Ponadto, pojawily si¢ stabe ciecia za resztami nukleotydowymi 84, 86, 87, 88 i 89.
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Rys. 35 A - Autoradiogram przestawia rozdziat produktow cDNA po mapowaniu regionu P1-p53
metodg cie¢ indukowanych jonami Pb* w konstrukcie mRNA z sekwencjg kodujacg lucyferaze.
Stosowane stezenia jonow Pb?* wynosity 1, 0,5 1 0,25 mM. G, C, U, A - reakcje sekwencjonowania.
Po lewej stronie zaznaczono wybrane reszty guanozyny.
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Rys. 35 E - Model struktury drugorzgdowej regionu P1-p53 w konstrukcie mRNA z sekwencja
kodujaca lucyferaze Renilla z naniesionymi modyfikacjami NMIA i DMS oraz miejscami cig¢
w obecnosci jonow Pb?*. Na rysunku poréwnano wyniki mapowania struktury w warunkach in vitro

oraz RRL.
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3.2.5. Analiza tworzenia sie kompleksow rybosomalnych na mRNA P1-p53-Luc,
P1-ANp53-Luc i P1-ANp53(int2)-Luc

W RRL analizowatam powstawanie kompleksow rybosomalnych 48S 1 80S w obrebie
kodonéw inicjacyjnych w  mRNA  P1-p53-Luc, P1-ANp53-Luc oraz mRNA
P1-ANp53(int2)-Luc, w ktorym pomig¢dzy kodonami AUG znajdowata si¢ sekwencja intronu
2. Tworzenie kompleksow rybosomalnych monitorowatam za pomocg reakcji inhibicji
odwrotnej transkrypcji zwanej ,,odciskiem palca” (ang. toe-printing), ktora zachodzi
na drodze blokowania odwrotnej transkryptazy przez kompleksy rybosomalne 48S i 80S
(Rys. 36). W reakcji odwrotnej transkrypcji stosuje si¢ starter DNA, ktéry hybrydyzuje
w odleglosci nie wigkszej niz 100 nukleotydéw w kierunku 3’ od kodonu AUG. W zaleznosci
od rodzaju stosowanej odwrotnej transkryptazy, do zahamowania wydtluzania startera
dochodzi w okreslonej odlegtosci od kodonu AUG. W przypadku odwrotnej transkryptazy
AMV do zatrzymania elongacji startera dochodzi w odlegtosci 15-17 nukleotydow od kodonu
AUG. Aby zidentyfikowa¢ kompleksy rybosomalne 48S stosowatam nie ulegajacy hydrolizie
analog GTP, GMP-PNP, ktory uniemozliwia przytaczenie duzej podjednostki rybosomalne;j
60S. Z kolei, w celu zatrzymania kompletnego rybosomu 80S stosowatam cykloheksimid

(Cx), inhibitor aktywnosci peptydylotransferazy.
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Rys. 36 Schematyczne przedstawienie reakcji inhibicji odwrotnej transkrypcji przez kompleksy
rybosomalne 48S i 80S. Kompleksy rybosomalne sa blokowane na mRNA w obrebie kodonu AUG
przez inhibitory reakcji translacji. Zahamowanie wydluzania startera DNA przez odwrotng
transkryptaze AMV, nastgpuje w odlegtosci 15-17 nukleotydow od kodonu AUG.
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3.2.5.1. Identyfikacja komplekséw rybosomalnych za pomoca odwrotnej transkryptazy
AMV

Poczatkowo tworzenie kompleksow rybosomalnych na mRNA P1-p53-Luc,
P1-ANp53-Luc i P1-ANp53(int2)-Luc analizowalam przy uzyciu odwrotnej transkryptazy
AMV. W celu identyfikacji kompleksow 48S i 80S w obrgbie kodonu AUGI w mRNA
P1-p53-Luc oraz AUG2 w mRNA P1-ANp53-Luc i P1-ANp53(int2)-Luc, zastosowatam
znakowany radioaktywnie starter Rluc330, ktéry jest komplementarny do sekwencji
kodujacej lucyferaze Renilla. Przed rozpoczeciem analizy metoda ,,odcisku palca”,
sprawdzitam czy stosowane ilosci inhibitorow GMP-PNP i Cx s3 w stanie zatrzymac
kompleksy rybosomalne na mRNA. W tym celu przeprowadzitam reakcje translacji w RRL,
stosujac takie same stezenia koncowe GMP-PNP i Cx oraz takg samg ilos¢ mRNA i lizatu,
co w reakcjach inhibicji odwrotnej transkrypcji (Rys. 37). Okazato si¢, ze koncowe stezenia
obu inhibitorow blokuja kompleksy rybosomalne na mRNA, czego dowodem byl brak
produktow bialkowych syntetyzowanych z kodonow AUG1 1 AUG2.

GMP
K() Cx PNP

AUGT -———
AUG2

Rys. 37 Translacja in vitro mRNA P1-ANp53-Luc w obecnosci inhibitorow kompleksow
rybosomalnych GMP-PNP i Cx. K(-) oznacza kontrolng reakcje translacji prowadzong bez
inhibitoréw.

Pierwszym etapem reakcji inhibicji odwrotnej transkrypcji w RRL byta preinkubacja
takich samych ilosci lizatu z GMP-PNP i Cx oraz wodg dla reakcji kontrolnej w lizacie,
po czym dodawatam rowne ilosci mRNA. Wykonatam tez druga reakcje kontrolng, w ktorej
lizat zastgpitam wodg. Wszystkie mRNA posiadaty kap na koncu 5. Po dodaniu do
mieszaniny reakcyjnej startera znakowanego izotopem 2P, przeprowadzatam reakcje
odwrotnej  transkrypcji  z  wykorzystaniem  odwrotnej  transkryptazy = AMV.
Otrzymane fragmenty cDNA rozdzielatam w 8% zelu poliakryloamidowym w warunkach

denaturujacych (Rys. 38).
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Dla wszystkich trzech badanych mRNA otrzymatam charakterystyczny uktad prazkow
tzw. ,,odcisk palca” ponizej kodonu AUG2 w mRNA P1-ANp53-Luc i P1-ANp53(int2)-Luc
oraz ponizej kodonu AUGI w mRNA P1-p53-Luc, zarowno w reakcji z GMP-PNP jak i Cx.
Co ciekawe, prazki w takich samych pozycjach byly rowniez obecne w linii z reakcja
kontrolng w lizacie bez dodatku inhibitorow. Odwrotng transkryptaze AMV zastosowalam
rowniez w celu identyfikacji tzw. ,,odciskow palca” dla kodonu AUGI w konstruktach
mRNA  posiadajacych dwa kodony inicjacyjne AUG, czyli P1-ANp53-Luc
I P1-ANp53(int2)-Luc. Aby uzyska¢ lepsza rozdzielczos¢ prazkow w zelu, dla mRNA
P1-ANp53-Luc zastosowatam starter Rdlug hybrydyzujacy do nukleotydow 232-257
w regionie terminalnym 5 mRNA p53, a dla mRNA P1-ANp53(int2)-Luc starter E2R
wiazacy si¢ do nukleotydow 63-84 w obrebie intronu 2. W reakcji z odwrotng transkryptaza
AMV nie zaobserwowalam prazkéw ponizej kodonu AUG1 w obu mRNA, zar6wno
w obecnosci GMP-PNP jak i Cx. Trudnosci w identyfikacji kompleksow rybosomalnych dla
tego kodonu moga wynika¢ z faktu, iz kodon AUG1 w mRNA P1-ANp53 i P1-ANp53(int2)
umiejscowiony jest w bardzo stabilnej termodynamicznie spince G56-C169, ktorej AG

wynosi - 52,9 kcal/mol.

95



Wyniki i dyskusja

oN7-(2UNESANV-Td 1 9nT-€SANV-Td VNHW M 29NV 2810 9nT-G0-Td YNHW M TONY NUOPOX elp eofed
YSI9P0 - LT-GT+ ‘eluemouofousmyas afoxeal - N 1V “o1zIjoIpAy 0320k[e3a[n o1 10O nSo[eue 1050Uqo M eloxear - dNd-dIND ‘NPILISHAYOAD
10S0UJ9Q0 M Bfo)BAI - X)) ‘MOIONQIUUI Zoq TYY M eujonuoy eloyear - 1y ‘OZH M eujonuoy eloyeal - 0tHy "AINY AzexdAsuen [sujoimpo
koowod ez (D) onT-(ZESANV-Td | (g) 9nT-€5ANV-Td ‘(W) INT-€Gd-Td YNHW BU SO8 | S8 YdAujewosoghs mosyajdwoy ezijeuy 8¢ 'sAy

"
m - —-— LS+
b on7 =
'm -'
on = e -G+ ZONV = [== o Nl
ZONY = | == m pig- (- -
=m =
GYC- |- = == R ==
- - m on
122- '. Lt |- “
-0 | g - = = | e
! “ - - - m LL-Gl+
—= 00z- |=| =
AUl l." - o e - . -2
. =/E = - m CELIED | e
— = VLi- |- - . — 12| - -
-"zoz- Nnm m = o — NV dNd X0y
= == diND
1ONY = il - LONY =
Lel- -~ - e .
N v dNd XO._mmV_oNI! NV dNd XO ™y%%y,
diAND d\D



Wyniki i dyskusja

Prowadzitam réowniez dodatkowe reakcje inhibicji odwrotnej transkrypcji w RRL
z mRNA P1-ANp53-Luc, aby sprawdzi¢ czy ,,odcisk palca” dla kodonu AUG2 powstaje
w sposob specyficzny. W tym celu zamiast inhibitoréw komplekséw rybosomalnych Cx
i GMP-PNP, do reakcji dodawatam wolny analog kapu m’G(5")ppp(5')G oraz octan magnezu.
Jak wida¢ na autoradiogramic na rysunku 39, w obecnosci wolnego analogu kapu nie
dochodzito do zaniku ,,odcisku palca” ponizej kodonu AUG2, tak jak mialo to miejsce
w przypadku kodonu AUGI. Sugeruje to, ze pomimo wigzania czynnika inicjacyjnego elF4E
przez wolny analog kapu, i tak dochodzi do utworzenia kompleksow rybosomalnych
w obrgbie kodonu AUG2. Natomiast w reakcji w obecnosci jondw magnezu o wysokim
stezeniu nie zaobserwowalam ,,odcisku palca” ponizej kodonu AUG2. Prawdopodobnie jony
magnezu zaburzajg struktur¢ TRNA wchodzacych w sktad podjednostek rybosomalnych,

przez co utrudnione staje si¢ utworzenie kompleksu rybosomalnego w obrebie kodonu AUG?2.

GMP
Kizo Krr Kap Mg2+ PNP Cx A U
| -227
-244
= — AUG2
L—
+15-17 - e - ™ ~—— .
- A 4

Rys. 39 Identyfikacja komplekséw rybosomalnych w obrgbie kodonu AUG2 w mRNA P1-ANpS3-Luc
w obecnosci 2 mM wolnego analogu kapu (linia kap) oraz 30 mM octanu magnezu (linia Mg?*).

3.2.5.2. Analiza tworzenia komplekséw rybosomalnych 48S i 80S kodonu AUG1 za pomoca
odwrotnej transkryptazy SuperScript Il

Aby zidentyfikowaé kompleksy 48S i 80S w poblizu kodonu AUG1 w mRNA
P1-ANp53-Luc i P1-ANp53(int2)-Luc, zastosowatam starter Rdlug komplementarny ponize;j
kodonu AUG1 w regionie P1-ANp53 i starter E2R, ktory przylacza si¢ w odlegtosci 134
nukleotydow ponizej kodonu AUG1 w obrebie intronu 2. Wszystkie reakcje odwrotnej
transkrypcji w RRL prowadzitam w obecno$ci odwrotnej transkryptazy SuperScript 111, ktora
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pozwala uzyska¢ silniejszy sygnal, pochodzacy od =zatrzymanych komplekséw
rybosomalnych (Kozak 1998). W pierwszej kolejnosci, do kapowanych mRNA
P1-ANp53-Luci P1-ANp53(int2)-Luc przylagczaltam odpowiedniec startery znakowane
izotopem 2P na koncu 5. Kolejnym etapem byla reakcja translacji in vitro w obecnosci
inhibitorow translacji, a takze wolnego analogu kapu, ktora stanowita reakcj¢ kontrolng kap-
zaleznej translacji. Tak jak poprzednio, wykonatam tez dwie reakcje kontrolne, w wodzie oraz
w lizacie, bez dodatku Cx i GMP-PNP. Nastepnie, do 1/5 objetosci mieszaniny translacyjnej
dodawatam mieszaning reakcyjng zawierajaca odwrotng transkryptaze SuperScript III.
Rysunek 40 pokazuje rozdziatl produktow cDNA w zelu poliakryloamidowym, powstatych na
skutek zatrzymania kompleksow 48S i 80S na mRNA P1-ANp53-Luc i P1-ANp53(int2)-Luc.
Dla obu mRNA otrzymatam intensywny sygnat tzw. ,,odcisku palca” w obecnosci Cx.
Poniewaz w reakcji stosowatam odwrotng transkryptaz¢ SuperScript III, otrzymywatam
charakterystyczny uktad prazkow w odlegtosci 19-21 nukleotydéw ponizej kodonu AUGI.
W reakcji z GMP-PNP prazki w zelu byly mniej intensywne. W reakcji kontrolnej w RRL bez
inhibitorow rowniez pojawit si¢ prazek na zelu, ktorego szybko$¢ migracji odpowiadata
,odciskowi palca”. Do zaniku prazkéw w pozycji +19-21 dochodzito w reakcji z wolnym
analogiem kapu, co oznacza ze obserwowany uklad prazkow jest specyficzny dla kodonu
AUG1 i dodatkowo potwierdza, ze translacja z tego kodonu jest inicjowana wedtlug

mechanizmu zaleznego od kapu na koncu 5' mRNA.

GMP
KioKew kKpPNPCx A U GMP
—— Ko K PNPCx A U
-132
—— S— b e
= AUGH - =
- e 2 AUGH
- ————
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+19-21 - . - 2 g8 S5 == ==
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Rys. 40 ldentyfikacja kompleksow rybosomalnych dla kodonu AUG1 w mRNA P1-ANp53-Luc (A)
i P1-ANp53(int2)-Luc (B) za pomoca metody ,odcisku palca” z wykorzystaniem odwrotnej
transkryptazy SuperScript Il1.
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3.2.6. Czy niestandardowe kodony inicjacyjne mogg by¢ wykorzystane w syntezie izoformy
ANp53?

Translacja izoformy ANp53 inicjowana jest z alternatywnego kodonu START AUG2
zlokalizowanego w pozycji +118 mRNA p53. W przypadku niektorych organizmoéw,
takich jak: rezus, $winia, krolik, owca czy krowa, kodon START dla ANp53 nie jest obecny
w oczekiwanej pozycji mMRNA p53. Doniesienia literaturowe sugeruja, ze w tych przypadkach
ekspresja izoformy ANp53 nie zachodzi [12]. Jak wiadomo, translacja w komorkach
eukariotycznych moze zachodzi¢ z niestandardowych kodondéw inicjacyjnych, ktorymi
najczesciej sg tryplety CUG i ACG [158]. W zwigzku z tym postanowitam sprawdzié
czy pomimo braku kodonu AUG dla ANp53 w oczekiwanej pozycji mRNA u niektorych
organizmow, translacja moze by¢ inicjowana z kodonu START innego niz AUG i czy moze

to prowadzi¢ do powstania izoformy biatka p53 odpowiadajacej ANp53.

W pierwszym etapie wyizolowatam catkowity RNA z watroby §wini domowej, krowy
i krolika, a nastgpnie W reakcji odwrotnej transkrypcji ze starterem oligo(dT) otrzymatam
preparaty cDNA. Na matrycy cDNA w reakcji PCR ze starterami specyficznymi dla p53
otrzymatam dSDNA o sekwencji odpowiadajacej regionowi niekodujacemu 5’ (w obrgbie
ktoérego znajduje si¢ miejsce inicjacji translacji biatka p53 peinej dlugosci) oraz otwartej
ramce odczytu dla biatka p53. W kolejnej reakcji PCR dodatam do konca 5’ dsDNA region
promotorowy dla RNA polimerazy faga T7, w celu otrzymania transkryptow p53 w reakcji
transkrypcji in vitro. Wszystkie transkrypty migrowaty w postaci pojedynczych prazkow
podczas  elektroforezy w  Zelu agarozowym w  warunkach  denaturujacych.
Nastgpnie przeprowadzitam reakcje translacji in vitro w RRL na matrycy mRNA p53
wybranych organizmoéw (Rys. 41). W reakcji kontrolnej uzylam otrzymany wczesniej przez
dr Leszka Btaszczyka mRNA p53 cztowieka. Na autoradiogramach na rysunku 41 widoczny
jest tylko jeden wyrazny prazek dla reakcji translacji z mRNA p53 $wini, krowy i krolika.
Migracja tych prazkow w zelu sugeruje, ze jest to petnej dtugosci biatko p53, aczkolwiek
wszystkie prazki migruja na réznych wysokosciach. Moze by¢ to spowodowane r6zng liczbg
aminokwasOw oraz zawartoscig reszt proliny. Biatko p53 wszystkich badanych organizméw
posiada masg¢ okoto 43 kDa. Jednak migruja one wolniej w zelu, w stosunku do innych biatek
ze wzgledu na duzg zawarto$¢ reszt proliny, ktore zwiekszaja ich tadunek dodatni.
Wolniej migrujacy prazek w zelu reprezentuje petnej dtugosci ludzkie biatko p53 zbudowane
z 393 aminokwasoéw, z czego az 49 to reszty proliny. Biatko p53 krowy sklada si¢ z 386

aminokwasow sposrod ktorych 44 stanowig proliny i migruje ono szybciej niz biatko p53
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cztowieka. Podobng ruchliwos$¢ elektroforetyczng wykazuja biatka p53 $wini 1 kroélika.
Prawdopodobnie odpowiada za to taka sama ilo$¢ 39 prolin w obu biatkach, pomimo iz r6znig
si¢ one dlugoscia. W przypadku $wini, biatko p53 posiada dlugos¢ 386 aminokwasow
(czyli tyle samo co p53 krowy), a u krolika sklada si¢ az z 391 aminokwasow.
Na autoradiogramach szybciej migrujacy prazek odpowiadajacy masie 47 kDa izoformie

ANp53, ktorej dlugos¢ to 350 aminokwasow, z czego 42 to reszty proliny.

Bt Oc H

Rys. 41 Translacja in vitro mRNA p53 $wini (Sus scrofa - Ss), krowy (Bos taurus - Bt), krolika
(Oryctolagus cuniculus - Oc) i cztowieka (Homo sapiens - H).

W reakcji translacji in vitro mRNA p53 $wini, krowy i krolika nie zaobserwowano
powstawania produktu biatkowego odpowiadajacego izoformie ANp53, o czym $wiadczy
brak drugiego prazka na zelu. Gdyby izoforma ANp53, w przypadku wybranych organizmow,
byta syntetyzowana wowczas jej dlugo$¢ wynositabym 347-353 aminokwasy i musiataby
migrowaé ponizej izoformy ANp53 cztowieka. Sugeruje to, ze w zastosowanych warunkach
translacja z niestandardowego kodonu GUG nie jest inicjowana w przypadku badanych

organizmow.

Wydajnos¢ inicjacji translacji biatka p53 rozni si¢ w zaleznosci od organizmu, o czym
swiadcza rozne intensywnosci prazkow na autoradiogramach. Aby dowiedzie¢ si¢ co jest tego
przyczyna, pordwnatam sekwencj¢ nukleotydéw otaczajacych kodon AUG u krowy, $wini
1 krolika z sekwencja Kozak GCC RCC AUG G. Najbardziej zgodna z sekwencja
konsensusowa jest sekwencja otaczajagca kodon AUG u krolika. Najbardziej od sekwencji
Kozak odbiega otoczenie nukleotydowe kodonu AUG w mRNA krowy. Aczkolwiek ilos¢
biatka p53 syntetyzowanego w tym przypadku jest wyzsza niz u $wini, pomimo, ze kodon

AUG dla p53 umiejscowiony jest w korzystniejszym kontekscie (Rys. 42).
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sekwencja Kozak: GCC RCC AUG G
Krowa: GCU ACA AUG G
Krélik: GCC GCC AUG G
Swinia: GCU GCA AUG G

Rysunek 42. Sekwencje nukleotydowe otaczajace kodon AUG dla p53 w mRNA p53 $wini, krowy
i krolika.

3.3. Dyskusja uzyskanych wynikéw
3.3.1. Mechanizm inicjacji translacji biatka p53 i jego izoformy ANp53

Do niedawna sadzono, ze wickszo$¢ eukariotycznych mRNA koduje jedno biatko,
a z alternatywnych kodondéw inicjacyjnych translacja zachodzi raczej w rzadkich
przypadkach. Na przetomie ostatnich kilku lat pojawito si¢ wiele informacji na temat
mozliwosci rozpoznawania przez kompleks rybosomalny kilku kodonoéw inicjacyjnych
w obrebie jednego mRNA. Inicjacja translacji eukariotycznych mRNA zazwyczaj zachodzi
wedlug mechanizmu skaningowego, jednak w przypadku wykorzystania kilku kodonow
inicjacyjnych mechanizm ich rozpoznania moze si¢ 16zni¢ od standardowego.
Dzigki alternatywnym mechanizmom inicjacji translacji takim jak, reinicjacja translacji,
skaning przeciekowy czy nieliniowa migracja rybosomu, mozliwa jest synteza kilku biatek
z tego samego mRNA. Zwicksza to istotnie potencjat kodujacy eukariotycznych mRNA.
Budowa mRNA oraz polozenie kodonow inicjacyjnych determinuje sposob syntezy biatek.
Jezeli kodony inicjacyjne nie znajduja si¢ w tej samej ramce odczytu lub gdy sekwencje
otwartych ramek odczytu zachodzg na siebie, powstaja rozne produkty biatkowe [159].
Gdy translacja inicjowana jest rowniez z alternatywnego kodonu, ktory jest zgodny z ramka
odczytu, powstaja woéwczas izoformy roznigce si¢ koncem aminowym, a takze czesto
lokalizacja wewnatrzkomorkowa. Poniewaz translacja inicjowana z kilku kodondéw
inicjacyjnych zachodzi z r6zng wydajnoscia, stanowi ona roéwniez mechanizm regulacji iloSci
syntetyzowanych izoform. W szczeg6lnosci szereg mRNA gendéw regulatorowych zawiera
alternatywne kodony inicjacyjne 1 koduja one izoformy, ktoére odgrywaja istotne funkcje

w komorece.

Do biatek o kluczowym znaczeniu dla wielu proceséw zachodzacych w komorce
nalezy czynnik transkrypcyjny p53. Na skutek dziatania na komorke czynnikéw stresowych
dochodzi do wzrostu poziomu oraz aktywacji biatka p53, a takze jego translokacji

z cytoplazmy do jadra komoérkowego. Tam, dzigki N-koncowej domenie transaktywacyjnej
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biatko p53 indukuje transkrypcj¢ gendow zaangazowanych w regulacje cyklu komorkowego,
apoptoze czy naprawe DNA [160; 161]. Gen TP53 ulega ekspresji w postaci licznych izoform
biatkowych. Oprocz petnej dlugosci biatka p53, syntetyzowana jest rowniez izoforma ANpPS3,
ktora nie posiada pierwszych 39 aminokwasow, wskutek czego pozbawiona jest pierwszej
poddomeny transaktywacyjnej [162; 163]. W przeciwienstwie do biatka p53, izoforma ANp53
zlokalizowana jest w jadrze komorkowym, a w odpowiedzi na stres zostaje eksportowana
do cytoplazmy [13]. Izoforma ANp53 dzigki tworzeniu homo- i heterodimerow z biatkiem
p53 hamuje jego zdolno$¢ do aktywowania transkrypcji okreslonych genow. Obserwuje si¢
takze roznice we wzajemnym stoSunku ilo$ci obu biatek, w zaleznos$ci od fazy cyklu
komodrkowego, co moze wynika¢ z dziatania izoformy ANp53 jako negatywnego regulatora
biatka p53 [11; 12].

Zarowno biatko p53 petnej dlugosci jak i jego izoforma ANpS53 powstaja z tego
samego transkryptu mRNA, dzigki obecnosci dwoch kodondéw inicjacyjnych: AUGI
w egzonie 2 oraz alternatywnego kodonu AUG2 zlokalizowanego w obrebie egzonu 4
[12; 142]. Ostatnie doniesienia literaturowe sugerujg, ze oba biatka syntetyzowane sa
w sposob niezalezny od kapu, dzigki wystepowaniu elementu IRES w obrebie regionu
terminalnego 5" mRNA, ktory stanowi wewnetrzne miejsce oddzialywania z rybosomem
[11; 143]. W literaturze pojawila si¢ tez informacja, ze translacja p53 i ANp53 przebiega przy
udziale dwoch elementéw IRES [11].

Majac na uwadze powyzsze informacje postanowitam sprawdzi¢, w jaki sposob
rozpoczyna si¢ translacja pelnej dlugosci biatka p53 oraz izoformy ANp53.
Wyjasnieniu mechanizméw translacji inicjowanej z kodonu AUGI 1 AUG2 mialy postuzy¢
doswiadczenia przeprowadzone w lizacie z kroliczych retikulocytow, gtownie z modelowym

MRNA P1-ANp53-Luc.

3.3.1.1. Inicjacja translacji z kodonu AUG1 dla biatka p53 zachodzi z udziatem kapu

Z doswiadczen translacji in vitro, przeprowadzonych w lizacie z kroliczych
retikulocytow wynika, ze translacja z kodonu AUGI1 dla pelnej diugosci biatka p53
inicjowana jest wedtug mechanizmu skaningowego, czyli z udzialem kapu na koncu 5’
mRNA. Wskazujg na to wyniki reakcji translacji in vitro z mRNA P1-ANp53-Luc, poniewaz

obecno$¢ kapu na koncu 5’ powodowata dwukrotny wzrost ilosci biatka fuzyjnego
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powstajacego z kodonu AUGI (Rys. 22, panel A i B, wariant C). Stymulujacy wptyw kapu na
koncu 5’ na translacj¢ inicjowang z kodonu AUGI, jest prawdopodobnie zwigzany
ze zwigkszonym powinowactwem czynnika inicjacyjnego elF4E, a przez to wydajniejszym
tworzeniem si¢ kompleksu inicjacyjnego 43S. Podobny wptyw kapu na koncu 5" mRNA na
synteze biatka obserwowano juz wczesniej. Ilo§¢ biatka reporterowego lucyferazy Renilla
powstajacego w RRL z mRNA zawierajgcego region 5'UTR [-globiny, wzrosta az 6-krotnie
po dodaniu kapu do konca 5" mRNA [164]. Natomiast obecno$¢ kapu na koncu 5" mRNA
lucyferazy Firefly prowadzita do prawie 5-krotnego wzrostu poziomu tego biatka
w warunkach in vitro [165]. Do wzrostu wydajnosci translacji inicjowanej z kodonu AUG1
dochodzito rowniez w przypadku mRNA P1-p53-Luc oraz PO-p53-Luc (Rys. 22, panel A'i B,
warianty A 1 B). Jednak w przypadku obu mRNA wzrost ten byt wigkszy, w poréwnaniu
z mMRNA P1-ANp53-Luc. Przyczyng tego moze by¢ zar6wno mniejsza dtugo$¢ wariantow
P1-p53 i PO-p53 oraz odmienna struktura drugorzedowa RNA, dzigki czemu translacja moze
by¢ inicjowana szybciej 1 z wigksza efektywnoscig. Co ciekawe, ilo$¢ biatka syntetyzowanego
z kodonu AUGL1 nie zmienita si¢ w przypadku mRNA P0O-ANp53-Luc. By¢ moze stymulujacy
wpltyw kapu na koncu 5° mRNA jest maskowany przez obecno$¢ regionu PO-P1,
w obrebie ktorego postulowano obecnos¢ stabilnej struktury drugorzedowej inhibujacej

proces translacji.

Za mechanizmem inicjacji translacji biatka p53 zaleznym od kapu przemawiajg
réwniez wyniki translacji kapowanego mRNA P1-ANp53-Luc w obecnosci wzrastajacego
stezenia wolnego analogu kapu (Rys. 26). Dodanie wolnego analogu kapu do mieszaniny
reakcyjnej ma na celu zwigzanie czynnika inicjacyjnego elF4E, wskutek czego nie moze on
wiaza¢ si¢ do kapu na koncu 5" mRNA. Juz w obecnosci niewielkich ilo§ci wolnego analogu
kapu dochodzito do obnizenia poziomu translacji z kodonu AUGI1. Do znaczacej inhibicji
reakcji dochodzito przy stezeniu 100 uM, przy ktérym wydajnos¢ translacji spadta do okoto
20%. Podobny spadek ilosci biatka, powstajacego w tych warunkach zaobserwowano dla
B-globiny, ktéra syntetyzowana jest wedlug mechanizmu inicjacji zaleznego od kapu.
W tym przypadku, wydajnos¢ syntezy spadta do okoto 30% przy 100 uM st¢zeniu analogu
kapu [166; 167]. W zwigzku z tym mozna przypuszczaé, ze translacja rozpoczynajgca si¢
z kodonu AUGI1 zalezy od obecnosci czynnika elF4E, ktory uczestniczy w formowaniu
kompleksu inicjacyjnego z udziatem kapu na koncu 5" mRNA. Obserwowany efekt inhibicji
nie byl zwigzany z degradacja powstajacego biatka w §rodowisku lizatu, o czym §wiadczy

jego nieznacznie zmieniony poziom w warunkach wydluzonej inkubacji kapowanego mRNA
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P1-ANp53-Luc (Rys. 27). Jednak, translacja inicjowana z kodonu AUGI nie zostata
zahamowana catkowicie, nawet przy najwyzszym zastosowanym stezeniu wolnego analogu
kapu, a jej wydajno$¢ wynosita okoto 10% wartosci poczatkowej. Podobna sytuacja miata
miejsce w przypadku innego konstruktu mRNA RNA-554, ktory zawieral 1/3 sekwencji
kodujacej biatko p53 [151]. Mozna przypuszczaé, ze jesli kap-zalezna translacja zostaje
zahamowana poprzez inaktywacje czynnika elF4E to pozostata aktywnos$¢ translacyjna
kodonu AUGL jest wynikiem wystgpowania elementu IRES w regionie terminalnym 5’
mRNA p53. Istnieje réwniez mozliwos¢, ze IRES-zalezna translacja jest maskowana poprzez
mechanizm zalezny od kapu, ktory w tym przypadku zachodzi wydajniej. Za ta hipoteza
przemawiaja wyniki translacji mRNA P1-ANp53-Luc, ktory na koncu 5' posiadal
niefunkcjonalny kap ApppG (Rys. 28). Jego obecnos$¢ skutkowala okoto 80% inhibicja
translacji, rozpoczynajaca si¢ z kodonu AUG1 w poréwnaniu do mRNA, ktéry posiadat na
koncu 5' funkcjonalny kap. Rowniez w przypadku mRNA P1-p53-Luc, ktory zawiera tylko
kodon AUGI zaobserwowalam silny, bo az 70% stopien inhibicji po zastgpieniu kapu
niefunkcjonalnym analogiem ApppG. ApppG nie jest zdolny do oddziatywania z elF4E,
przez co nie moze uczestniczy¢ w inicjacji translacji zaleznej od kapu. Otrzymany przeze
mnie wynik sugeruje, ze translacja modelowego mRNA p53 inicjowana z kodonu AUGI jest
w duzym stopniu zalezna od kapu. Potwierdzaja to réwniez dane literaturowe dotyczace
translacji mRNA kodujacego histon H4, w przypadku ktérego obecnos$¢ analogu kapu ApppG
na koncu 5’ catkowicie hamowata powstawanie histonu H4, zar6wno w lizacie
z retikulocytow krolika jak i lizacie z kielkow pszenicy [168]. Jednak, w przeciwienstwie
do syntezy histonu H4, translacja z kodonu AUG1 w mRNA P1-ANp53-Luc oraz P1-p53-Luc
zachodzita jednak nadal na niskim poziomie, pomimo braku wigzania czynnika inicjacyjnego
elF4E. Mozliwe zatem, ze rybosom inicjuje translacj¢ z kodonu AUGI bez koniecznoS$ci
skanowania mRNA. Nalezy jednak wzia¢ pod uwage fakt, ze sklad lizatu z kroliczych
retikulocytow jest optymalizowany w celu wydajnej syntezy biatek, w zwigzku z czym
translacji ulegaja nawet mRNA nie posiadajace kapu ani regionu 5'UTR jak na przyktad
MRNA Luc, ktéry stosowatam w swoich badaniach jako mRNA kontrolny (Rys. 21 1 22).
Co wigcej, translacja biatka reporterowego z kontrolnego mRNA Luc zachodzita nadal
pomimo obecno$ci niefunkcjonalnego kapu ApppG na jego koncu 5" (Rys. 29).
Nie jest to jednak przypadek odosobniony, poniewaz jak wykazaly badania grupy
Shatsky’ego, niefunkcjonalny kap ApppG nie jest w stanie catkowicie zahamowaé syntezy

B-globiny i B-aktyny w lizacie z komoérek Krebs-2 [169]. Niemniej jednak, nie mozna
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wykluczy¢, ze za niski poziom translacji z kodonu AUG1 w warunkach gdy kap-zalezny
proces jest ograniczony przez niefunkcjonalny kap na koncu 5" mRNA, odpowiada element
IRES. By¢ moze obecny w regionie terminalnym 5" mRNA p53 element IRES cechuje si¢
relatywnie niskg aktywnos$cig. Jest Doniesiono, ze elementéw IRES komorkowych mRNA
LINE-1, Apaf-1, c-Myc i Hsp70 wykazywaty niska aktywno$¢ translacyjng w poréwnaniu
do wirusowych elementow IRES [169].

O kap-zaleznym charakterze translacji inicjowanej z kodonu AUG1 mozna rowniez
wnioskowac¢ na podstawie analizy wynikéw reakcji inhibicji odwrotnej transkrypcji w RRL,
tzw. ,,odcisku palca”, w obecnosci wysokiego stezenia wolnego analogu kapu (Rys. 40).
Dodanie wolnego analogu kapu do lizatu miato na celu zwigzanie czynnika eIF4E, tak aby nie
moégt on oddzialywa¢ z kapem na koncu 5" mRNA P1-ANp53-Luc. W takich warunkach
najprawdopodobniej nie dochodzito do tworzenia kompleksow inicjacyjnych w obrebie
kodonu AUGI, o czym $wiadczy zanik charakterystycznego uktadu prazkéw na zelu,
ktory obserwowatam w obecnosci GMP-PNP czy cykloheksimidu. Mozna zatem stwierdzi¢,
ze synteza biatka rozpoczynajaca si¢ z kodonu AUG1 wymaga obecnosci kanonicznego
czynnika inicjacyjnego elF4E, a wigc jest zalezna od kapu. Gdyby translacja z kodonu AUGI
zachodzita wedlug mechanizmu wewngtrznej inicjacji, wowczas nie dochodzitoby do zaniku
»odcisku palca” pomimo zwigzania czynnika eIF4E przez wolny analog kapu.
Wskazuja na to rowniez badania prowadzone przez grup¢ Shatsky’ego, ktdrzy przeprowadzili
reakcje inhibicji odwrotnej transkrypcji w RRL z mRNA B-globiny [170].
W obecnosci wolnego analogu kapu w RRL rowniez nie powstawaty kompleksy inicjacyjne
w obrgbie kodonu inicjacyjnego AUG. Dowodem tego byt brak ,,odcisku palca” w obecnosci
roznych antybiotykéw oraz GMP-PNP. Autorzy efekt ten ttumacza mechanizmem inicjacji
translacji  zaleznej od kapu, wedlug ktorego syntetyzowana jest [-globina.
Natomiast w przypadku mRNA histonu H4 ,,odcisk palca” obserwowano pomimo zwigzania
czynnika elF4E przez dodanie wolnego analogu kapu, poniewaz translacja mRNA H4 nie

rozpoczyna si¢ od bezposredniego wigzania eIF4E z kapem na koncu 5’ tego mRNA [168].

3.3.1.2. Inicjacja translacji z kodonu AUG2 wykazuje cechy inicjacji wewnetrznej

W reakcji translacji in vitro z modelowych mRNA P1-ANp53-Luc i PO-ANp53-Luc
syntetyzowane bylo rowniez biatko reporterowe z kodonu AUG2 dla izoformy ANpS3,

czego dowodem jest wolniej migrujacy prazek w zelu (Rys. 22, warianty C i D).
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Jednak w porownaniu z ilo$cig biatka powstajacego z kodonu AUGI, wydajno$¢ inicjacji
z kodonu AUG?2 byta 3- i 9-krotnie nizsza (odpowiednio, dla nickapowanego i kapowanego
mRNA), w przypadku zarowno mRNA P1-ANp53-Luc jak i PO-ANp53-Luc. Podobny wynik
otrzymano dla petnej dlugosci mRNA p53 posiadajacego kap na koncu 5', z ktorego w reakeji
translacji in vitro biatka p53 i ANp53 syntetyzowane byly w stosunku 5:1 [151]. Sugeruje to,
ze rowniez in vivo synteza izoformy ANp53 z alternatywnego kodonu AUG2 w dojrzatym
mRNA p53 zachodzi z mniejszg wydajnoscig niz petnej dlugosci biatka p53. Potwierdza to
takze analiza poziomu biatka p53 i ANp53 w rdznych liniach komérkowych [143].

Translacja z alternatywnych kodonéw inicjacyjnych jest zazwyczaj procesem
0 mniejszej wydajnosci i moze ona zachodzi¢ na drodze reinicjacji, skaningu przeciekowego
lub wewnetrznej inicjacji. Mechanizm reinicjacji polega na wznowieniu translacji
z alternatywnego kodonu inicjacyjnego, po zakonczeniu translacji krotkiej otwartej ramki
odczytu potozonej blizej konca 5' mRNA. Zatem, jezeli izoforma ANp53 miataby powstawaé
wedlug tego mechanizmu, kodon AUG2 musiatby by¢ poprzedzony kodonem STOP,
ktory wraz z kodonem AUGI tworzylby krotkg otwarta ramke odczytu. Sytuacja taka ma
miejsce jedynie w przypadku transkryptu p53, w ktérym na skutek alternatywnego sktadania
zostat zachowany intron 2. Tak wiec, w przypadku dojrzatego mRNA p53 oraz modelowych
MRNA P1-ANp53-Luc i PO-ANp53-Luc, ktore pozbawione sg intronu 2 translacja z kodonu
AUG2 moze by¢ inicjowana wedlug mechanizmu kap-zaleznego skaningu przeciekowego lub

wewnetrznej inicjacji z wykorzystaniem elementu IRES.

Skaning przeciekowy polega na pominigciu przez kompleks rybosomalny kodonu
inicjacyjnego znajdujacego si¢ blizej konca 5" mRNA, ze wzgledu na jego umiejscowienie
w stabym kontekscie Kozak 1 inicjacji syntezy biatka z kolejnego kodonu START.
Kodon AUGI1 jest zlokalizowany w obrebie sekwencji GCCAUGG, ktora odpowiada
optymalnemu kontekstowi Kozak i jest raczej mato prawdopodobne aby byl on pomijany
przez skanujacy kompleks inicjacyjny. Pomijanie kodonu AUGI skutkowaloby spadkiem
syntezy z tego kodonu oraz wigzatoby si¢ ze wzrostem translacji z kodonu AUG2, do ktérego
docierataby wigkszo$¢ komplekséw rybosomalnych. Taka zaleznos¢ ma miejsce w przypadku
biatka p47 i biatka p43 [57]. Poniewaz kodon AUG dla biatka p47 umiejscowiony jest blizej
konca 5" 1 znajduje si¢ on w stabym kontekscie Kozak, to wigkszo$s¢ kompleksow
rybosomalnych inicjuje translacj¢ z potozonego dalej w kierunku 3’ kodonu AUG dla biatka
p43, dzigki czemu ilo$¢ biatka p43 jest o okoto 90% wigksza niz p47. Otrzymane przeze mnie
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wyniki translacji in vitro, zaréwno z mRNA P1-ANp53-Luc jak i PO-ANp53-Luc pokazuja,
ze translacja z kodonu AUGI jest inicjowana wydajniej niz z kodonu AUG2, co raczej
wyklucza mechanizm skaningu przeciekowego (Rys. 22). Ponadto kodon AUG1 jest
umiejscowiony w obrebie stabilnej termodynamicznie spinki G56-C169 (Rys. 32 i 33D).
Wykazano wczesniej, ze stabilne termodynamicznie motywy strukturalne polozone ponizej
kodonu inicjacyjnego spowalniaja migracje rybosomu, co z kolei wplywa na doktadniejsze

rozpoznanie kodonu inicjacyjnego oraz wydajniejsza synteze biatka [7].

Wydaje si¢, ze mechanizmem, ktoéry odpowiada za synteze izoformy ANp53 jest
wewnetrzna inicjacja translacji. Dowodem na to jest brak wplywu kapu na koncu 5’ mRNA
P1-ANp53-Luc na poziom bialka syntetyzowanego z kodonu AUG2, podczas gdy dodanie
kapu do konca 5’ skutkowalo stymulacja translacji z kodonu AUGI1 (Rys. 22, wariant C).
Co wigcej, obecno$¢ kapu na koncu 5 mRNA PO-ANp53-Luc hamowala translacje
inicjowang z kodonu AUG2. Obserwacje te przeczg translacji wedlug mechanizmu skaningu
przeciekowego, poniewaz jest to mechanizm kap-zalezny, w zwigzku z czym obecnos¢ kapu

powinna stymulowac nie tylko translacj¢ z kodonu AUGI ale 1 z kodonu AUG2.

Na udziat elementu IRES w syntezie izoformy ANp53 wskazuje rowniez analiza
wynikéw translacji in vitro z mRNA P1-ANp53-Luc w obecnosci wolnego analogu kapu
(Rys. 26). Translacja z kodonu AUG2 zachodzila pomimo zahamowania kap-zaleznego
procesu, na skutek zwigzania czynnika elF4E przez wolny analog kapu. Co wigcej, wolny
analog kapu w stezeniu 25 puM powodowat nawet 10% wzrost wydajnosci translacji.
Oznacza to, ze translacja z kodonu AUG2 moze przebiega¢ bez udziatu czynnika elF4E.
Wedtug wczesniejszych doniesien, przy niskim stezeniu wolnego analogu kapu dochodzito
rowniez do wzrostu poziomu biatka reporterowego, ktorego translacja zachodzita pod
kontrolg regionu 5'UTR mRNA prekursora amyloidu APP oraz opdznienia umystowego
zespotu tamliwego chromosomu X, FMRP [166; 167]. Dalsze zwigkszanie stezenia wolnego
analogu kapu do 100 uM prowadzito do obnizenia wydajnosci translacji w obu przypadkach,
aczkolwiek poziom biatka byl poréwnywalny z poziomem obserwowanym przy braku
wolnego analogu kapu w reakcji. Wskazuje to na udzial elementow IRES w syntezie biatek
APP i1 FMRP. Poczatkowy efekt stymulacji translacji autorzy ttumacza wspotzawodnictwem
o czynniki inicjacyjne pomiedzy kap- | IRES-zaleznym procesem inicjacji.
Z kolei, w przypadku mRNA P1-ANp53-Luc wolny analog kapu o stezeniu 100 puM
stymulowal translacj¢ z kodonu AUG2. Dopiero 750 uM stezenie wolnego analogu kapu
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inhibowalo translacje biatka reporterowego powstajacego z kodonu AUG2 o 50%.
Majac na uwadze efekt inhibicji translacji z kodonu AUGI pod wplywem wolnego analogu
kapu, opisany w poprzednim rozdziale mozna sgdzi¢, ze translacja z kodonu AUG2 zachodzi
rowniez wedlug mechanizmu zaleznego od kapu. Nalezy jednak wzig¢ pod uwage fakt,
ze inne grupy badawcze nie stosowaly az tak wysokiego stezenia wolnego analogu kapu.
Kolejna roznica polegata na tym, ze regiony 5S'UTR mRNA APP i FMRP zawieraty tylko
jeden kodon AUG, w zwigzku z tym wszystkie czynniki inicjacyjne oraz podjednostki
rybosomalne wykorzystywane byly do syntezy jednego biatka. W przypadku mRNA
P1-ANp53-Luc translacja inicjowana jest z dwoch kodonow AUGI i AUG2 i mozna
przypuszczaé, ze spadek wydajnosci translacji z kodonu AUG2 przy najwyzszym stezeniu
wolnego analogu kapu wynika ze wspotzawodnictwa o czynniki translacyjne pomig¢dzy
inicjacja z kodonu AUGI i AUG2. To z kolei moze prowadzi¢ do wyczerpania
lub ograniczenia dostgpnosci skladnikow maszynerii translacyjnej dla inicjacji z kodonu
AUG2. Na podstawie opisanych powyzej wynikow mozna stwierdzi¢, ze w warunkach
uniemozliwiajgcych synteze biatka z udzialem kapu, translacja z kodonu AUG?2 dla izoformy
ANp53 zachodzi najprawdopodobniej dzigki wystepowaniu elementu IRES w regionie

terminalnym 5’ mRNA p53.

Na mozliwo$¢ tworzenia si¢ komplekséw rybosomalnych w obrgbie AUG2 bez
udziatu kapu, wskazuje takze obecno$¢ charakterystycznego ,,odcisku palca”
na autoradiogramie, przedstawiajagcym produkty reakcji inhibicji odwrotnej transkrypcji
w RRL w obecnos$ci wysokiego stezenia wolnego analogu kapu (Rys. 39). Przy takim samym
stezeniu analogu kapu dochodzito do zaniku ,,odcisku palca” dla kodonu AUGI1, z ktérego
inicjacja w duzym stopniu zalezy od kapu na koncu 5’ mRNA (Rys. 40). Co wigcej, prazki
odpowiadajace ,,odciskowi palca” w reakcjach z inhibitorami komplekséw rybosomalnych
obserwowatam takze w reakcji kontrolnej (Rys. 39). Pokazuje to, ze do zatrzymania
kompleksow rybosomalnych w obrebie kodonu AUG2 dochodzi juz bez udzialu
cykloheksimidu i GMP-PNP. Prawdopodobnie, w przypadku kodonu AUG2 struktura
drugorzgdowa regionu terminalnego 5' mRNA p53 umozliwia bezposrednie utworzenie
kompleksu inicjacyjnego bez konieczno$ci wczesniejszego oddziatywania z 5" kapem.
Wyniki te sag zgodne z danymi literaturowymi, poniewaz w przypadku elementéw IRES
wirusa EMCV czy CrPV, pomimo zastosowania wysokiego stezenia wolnego analogu kapu
réwniez nie dochodzito do zaniku ,,odcisku palca” oraz byt on takze obecny w reakcji

kontrolnej, bez dodatku inhibitorow kompleksow rybosomalnych [170; 171].
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Do zaniku ,,0dcisku palca” charakterystycznego dla kodonu AUG2 dochodzito dopiero
w wysokim stezeniu jonow magnezu (Rys. 39). Wczesniejsze badania pokazaty, ze wysokie
stezenie jonOw magnezu wptywa na strukture 18S rRNA 1 zaburza formowanie kompleksu
inicjacyjnego [172]. W takich warunkach, w reakcji inhibicji odwrotnej transkrypcji w RRL
dochodzito do =zaniku ,odcisku palca” dla kodonu AUG w RNA wirusa EMCYV,
z ktorego translacja inicjowana jest w sposob zalezny od IRES [170]. Podsumowujac, mozna
stwierdzi¢, ze translacja z kodonu AUG2 w duzej mierze wykazuje charakter niezalezny od
kapu. Jednocze$nie mozna wykluczy¢ skaning przeciekowy jako mechanizm inicjacji
translacji z tego kodonu, poniewaz zalezy on od zwigzania kompleksu inicjacyjnego z kapem
na koncu 5" mRNA, co w reakcji inhibicji odwrotnej transkrypcji w RRL prowadzonej
w obecnosci wolnego analogu kapu powinno objawia¢ si¢ przede wszystkim zanikiem

,,odcisku palca”.

Dodatkowych informacji na temat mechanizmu inicjacji translacji z kodonu AUG2
dostarczyly doswiadczenia z mRNA P1-ANpS3-Luc, ktoéry na koncu 5’ posiadat niezdolny
do oddzialywania z czynnikiem elF4E analog kapu ApppG (Rys. 28). Obserwowany 25%
wzrost poziomu syntetyzowanego bialka reporterowego z kodonu AUG2, wskazuje kolejny
raz na niezalezng od kapu droge inicjacji translacji. Gdyby translacja z kodonu AUG2 miata
zachodzi¢ z udziatem kapu, wowczas inhibicji translacji z kodonu AUG1 towarzyszyltby
réwniez spadek poziomu bialka syntetyzowanego z kodonu AUG2. Do rdéwnoczesnej
stymulacji translacji z kodonu AUG2 1 inhibicji z kodonu AUGI, dochodzito w reakc;i
translacji modelowego mRNA Hp53-554 [151]. W tym przypadku, kap-zalezna translacja
z kodonu AUGI byla hamowana przez obecno$¢ stabilnej termodynamicznie spinki,
wprowadzonej blisko konca 5 mRNA. Brak inhibujacego wpltywu spinki na syntezg
rozpoczynajacg si¢ z kodonu AUG2, wskazywal na mechanizm zalezny od elementu IRES.
Jak wykazano wczesniej, mRNA posiadajace elementy IRES ulegaja wydajnej translacji
in vivo, nawet gdy na ich koncu 5’ znajduje si¢ niefunkcjonalny analog kapu.
Na przyktad, translacja modelowego mRNA sktadajacego si¢ z regionu 5S'UTR mRNA
prekursora amyloidu APP oraz sekwencji kodujacej bialko reporterowe lucyferazy,
zachodzita z 3-krotnie wigkszg wydajnoscia gdy kap na koncu 5’ zastgpiono
niefunkcjonalnym analogiem ApppG [166]. Roéwniez translacja szeregu komorkowych
mRNA, w ktérych postulowano obecno$¢ elementow IRES, zachodzita wydajniej pomimo

ograniczenia kap-zaleznego procesu za pomocg analogu kapu ApppG [169].
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3.3.1.3. Obecnos¢ ogonu poli(A) nie wptywa stymulujaco na translacje w lizacie z kréliczych
retikulocytow

Doswiadczenia z wykorzystaniem modelowych mRNA posiadajacych kap na koncu 5’
1 ogon poli(A) na koncu 3’, nie wykazaty stymulujacego wptywu ogona poli(A) na syntezg
biatka reporterowego w warunkach in vitro. Swiadczy o tym 40-50% inhibicja translacji
z mRNA P1-ANp53-Luc oraz az 80% spadek ilosci bialka syntetyzowanego z mRNA
P1-p53-Luc (Rys. 28). Poniewaz spadek ten dotyczyl translacji z obu kodonéw AUG,
mozna przypuszczac, ze ogon poli(A) inhibuje zaréwno inicjacj¢ zalezng od kapu jak i od
elementu IRES. Wynik ten jest niezgodny z oczekiwaniami, poniewaz juz w latach 90 Gallie
wykazal stymulujacy wpltyw ogona poli(A) na translacj¢, ktory wynikal z cyrkularyzacji
MRNA [149]. Ogon poli(A) wywiera rowniez pozytywny efekt na translacje zalezng od IRES
u picornawirusow [150; 173; 174]. Jednakze, wigkszo$¢ doswiadczen opisujacych
stymulujacy efekt synergistycznego oddzialywania kapu i ogona poli(A) na proces translacji
byta prowadzona na zywych komodrkach Iludzkich i1 drozdZzowych oraz na ro$linnych
protoplastach. Zaobserwowanie efektu synergizmu okazato si¢ niemozliwe w przypadku
niektorych lizatéw, takich jak lizat z retikulocytow krolika, kietkow pszenicy oraz komorek
HelLa.
Rozwigzaniem tego problemu okazalo si¢ zastosowanie lizatéw z komodrek drozdzy,
ktore odzwierciedlaty wptyw ogona poli(A), obserwowany w warunkach in vivo zaréwno
w przypadku kap-zaleznej jak i IRES-zaleznej translacji wirusowych oraz komoérkowych
MRNA [175]. Powyzsze cechy wykazywal rowniez lizat z komorek HeLa, ktory zastosowano
w celu badania IRES-zaleznej translacji picornawirusow [150]. Jezeli chodzi o lizat
z retikulocytow krolika, to jedynie lizat nie traktowany mikrokokalng nukleaza, lizat
traktowany nukleazg ale uzupelniony duza iloscig egzogennych RNA lub pozbawiony
nadmiaru rybosomoéw 1 czynnikdw inicjacyjnych jest wiarygodnym = systemem
bezkomorkowym do badania efektu poliadenylacji [164; 173]. W przypadku lizatu
trawionego mikrokokalng nukleaza zauwazono, ze ogon poli(A) na koncu 3’ mRNA
(pomimo obecnosci kapu na koncu 5'), nie powoduje silnej stymulacji translacji, zard6wno
zaleznej od kapu jak i od elementu IRES [164]. Co wigcej, obecnos¢ ogona poli(A) na koncu
3" mRNA, ktory nie posiadat kapu oslabiata proces translacji. Poniewaz swoje badania
prowadzilam w lizacie trawionym mikrokokalng nukleaza postanowilam sprawdzic,
czy inhibujacy wplyw ogona poli(A) na translacje inicjowang z kodonow AUGI 1 AUG2
wynika z opisanych wczesniej wilasciwosci tego systemu. Wyniki translacji kontrolnego

mRNA Luc (Rys. 29) sa zgodne z danymi literaturowymi, poniewaz dodanie ogona poli(A)

110



Wyniki i dyskusja

do mRNA Luc, ktéry posiadat kap na koncu 5’ doprowadzito do obnizenia a nie wzrostu
ilodci syntetyzowanego biatka, w poréwnaniu z translacjag mRNA, ktory posiadat jedynie kap
na koncu 5. Zaobserwowatam réwniez, ze obecno$¢ ogona poli(A) w mRNA kontrolnym
hamuje translacje. Potwierdza to przypuszczenie, ze trawiony mikrokokalng nukleaza lizat
retikulocytow krolika nie odzwierciedla synergistycznego oddziatywania kapu z ogonem

poli(A) [164].

3.3.2. Izoforma ANp53 moze powstawaé z transkryptu zawierajacego intron 2 wedtug
mechanizmu wznowienia translacji

Transkrypt p53, ktory zawieral intron 2 pierwotnie zidentyfikowano podczas
klonowania genu TP53 [176; 177]. Jednakze, wyizolowany z ludzkich fibroblastow klon
c¢DNA nie posiadat petnej sekwencji intronu 2 oraz kodonu AUG. Dopiero kontynuacja badan
prowadzonych przez Ghosh’a i wspotpracownikéw [13] doprowadzita do zidentyfikowania
transkryptu, zawierajacego intron 2 (MRNA p53(EIl)) zarowno w liniach ludzkich komorek
nowotworowych jak i zdrowych. Przeprowadzona przez nich analiza PCR w czasie
rzeczywistym pokazata, ze ilo$¢ tego transkryptu jest okoto kilkaset razy nizsza
w poréwnaniu z mMRNA p53. Wykazano réwniez asocjacje transkryptu p53(EII)
z polirybosomami, co oznacza ze w procesie translacji moze powstawac¢ z niego biatko.
Mozna spodziewaé si¢, ze z tego transkryptu nie bedzie powstawalo biatko p53 pelnej
dhugos$ci, poniewaz za kodonem AUG1 znajduje si¢ kodon terminacyjny UGA w obrgbie
intronu 2. Utworzona pomig¢dzy kodonami AUGI i UGA krotka otwarta ramka odczytu
UORF koduje jedynie 25-aminokwasowy peptyd. Z kolei, translacja biatka ANp53 z mMRNA
p53(Ell) wydaje si¢ by¢ mozliwa. Zaproponowano alternatywny sposob generowania
izoformy ANp53 z transkryptu z zachowanym intronem 2, wedlug mechanizmu wznowienia
translacji
z kodonu AUG2 po zakonhczeniu syntezy peptydu. Jednakze, analiza Western blot
przeprowadzona przez Ghosh’a nie wskazuje jednoznacznie na to, ze izoforma ANpS3
powstaje z transkryptu pS3(EII), poniewaz wprowadzali oni do komorek cDNA zawierajacy
sekwencj¢ intronu 2, ktory podlegat rowniez alternatywnemu sktadaniu. W zwigzku z tym nie
mozna byto rozréznié, czy izoforma ANp53 powstaje z mRNA p53(Ell) czy z mRNA p53
bez intronu 2. Ponadto, nie bylo wiadomo czy kodon AUGI jest aktywny translacyjnie
i czy tworzy on uORF, poniewaz nie zidentyfikowano 25-aminokwasowego peptydu.

Aby sprawdzié, czy mozliwa jest synteza izoformy ANp53 z transkryptu z zachowanym
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intronem 2 wedlug mechanizmu reinicjacji translacji, wykonatam szereg reakcji
z modelowymi mRNA, zawierajagcymi wariant regionu terminalnego 5 mRNA p53

z intronem 2 oraz sekwencje¢ kodujaca biatko reporterowe lucyferazy.

Otrzymane przeze mnie wyniki translacji w warunkach in vitro z uzyciem mRNA
P1-ANp53(int2)-Luc i PO-ANp53(int2)-Luc, przemawiajg za mozliwo$cig powstawania
izoformy ANp53 z mRNA p53 z zachowanym intronem 2. Swiadczy o tym obecno$é jednego
prazka na autoradiogramie, ktorego szybkos$¢ migracji w zelu odpowiada szybkosci migracji
produktu biatkowego generowanego z kodonu AUG2 (Rys. 22).
Dodatkowym potwierdzeniem sg wyniki otrzymane z transfekcji komérek HelLa i MCF-7
(Rys. 31). W przeciwienstwie do grupy Ghosh’a, do komorek wprowadzalam modelowe
konstrukty w formie mRNA a nie cDNA, co wyklucza mozliwos$¢ generowania transkryptu
p53 bez intronu 2. Okres$lenie ilosci biatka powstajagcego w komorkach z mRNA
P1-ANp53(int2)-Luc i PO-ANp53(int2)-Luc polegalo w tym przypadku na pomiarze
aktywnosci lucyferazy. Poniewaz w obu mRNA za kodonem AUGI znajduje si¢ kodon
STOP, ilos¢ powstajacej lucyferazy dotyczyla wylacznie translacji inicjowanej z kodonu
AUG2 (Rys. 31). Generowanie izoformy ANp53 z transkryptu, ktory posiada intron 2 jest tym
bardziej mozliwe, gdyz kodon AUG2 umiegjscowiony jest w optymalnym kontekscie Kozak.

Stosowane przeze mnie metody detekcji bialek uniemozliwiaty identyfikacje
25-aminokwasowego peptydu, ktorego synteza miataby zaczyna¢ si¢ z kodonu AUGI.
Kodon AUGI rowniez znajduje si¢ w silnym kontekscie Kozak. Aby sprawdzi¢ czy kodon
AUGI jest aktywny translacyjnie, kodon STOP UGA w intronie 2 zastapitam kodonem GCG
dla alaniny, aby zapobiec terminacji translacji (Rys. 23). Wyniki translacji in vitro z mRNA
P1-ANp53(int2-mut)-Luc oraz PO-ANp53(int2-mut)-Luc pokazaly, ze z kodonu AUGI
rowniez inicjowany jest proces translacji. Swiadczy o tym pojawienie si¢ dodatkowego
gornego prazka na autoradiogramach. Biatko to migrowato wolniej w pordwnaniu do biatka
fuzyjnym syntetyzowanego z kodonu AUG1 z mRNA P1-ANp53-Luc, ktory pozbawiony jest
intronu 2. Poniewaz kodon UGA w intronie 2 zastagpitam kodonem GCG, translacja byta
kontynuowana do momentu napotkania kodonu STOP na koncu mRNA, przez co biatko
to bylo dluzsze o fragment kodowany przez intron 2. W zwigzku z powyzszym mozna
przyja¢, ze w mRNA p53 zawierajacym intron 2, kodon AUGI wraz z kodonem STOP
formuje uORF, z ktorej powstaje krotki peptyd, natomiast znajdujacy si¢ ponizej kodon

AUG2 rozpoczyna gtowna ramke¢ odczytu kodujacag izoforme ANpS3.
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W przypadku obu mRNA P1-ANp53(int2-mut)-Luc oraz PO-ANp53(int2-mut)-Luc,
posiadajacych zmutowany kodon STOP, translacja z obu kodonéw AUG byta inicjowana
z podobng wydajnoscia, kiedy nie posiadaty kapu na koncu 5’ (Rys. 23). Nastgpnie w reakcji
transkrypcji in vitro dodatam kap do konca 5’ obu mRNA i poddatam je reakcji translacji
in vitro. Zwiekszona wydajno$¢ translacji z kodonu AUGI1, spowodowana obecno$cig kapu
na konu 5’ obu mRNA, sugeruje ze krotki peptyd powstaje wedtug modelu skaningowego.
Co wigcej, w reakcji inhibicji odwrotnej transkrypcji w RRL w obecno$ci wolnego analogu
kapu nie dochodzito do powstawania kompleksow rybosomalnych w obrebie kodonu AUGI,

co dodatkowo potwierdza udziat kapu na koncu 5’ w inicjacji translacji (Rys. 40).

Wigksza ilo$¢ biatka powstajacego z kodonu AUGI niz od AUG2 sugeruje,
ze translacja peptydu jest inicjowana z wigksza wydajnoscig (Rys. 22). Prawdopodobnie
zwigzane jest to zarowno z kontekstem kodonu AUGI oraz jego odleglos$ciag od konca 5’
mRNA. W procesie inicjacji translacji mate podjednostki rybosomalne wigzg si¢ do mRNA
poprzez oddziatywanie z kapem na koncu 5’ i zazwyczaj translacja inicjowana jest po
napotkaniu pierwszego kodonu AUG [7]. W mRNA p53 kodon AUGL jest pierwszym
kodonem od konca 5’, ktérego otoczenie sekwencyjne speinia kryteria kontekstu Kozak.
Niekiedy, pomimo optymalnego kontekstu, kodon inicjacyjny AUG moze zosta¢ nie
rozpoznany przez kompleks inicjacyjny, gdy znajduje si¢ zbyt blisko kofica 5’ mRNA [178].
Zaobserwowano, ze kodony inicjacyjne znajdujace si¢ w odlegtosci 12 nukleotydéw od kapu
sg pomijane przez malg podjednostke rybosomalng [178]. Z kolei, zwigkszanie dlugosci
regionu niekodujacego 5’ do ponad 20 nukleotydow prowadzitlo do wzrostu wydajnosci
inicjacji translacji. W zwigzku z powyzszym, wydaje si¢ ze odleglos¢ kodonu AUGI od
konca 5" mRNA, ktéora wynosi 122 nukleotydy, ma réwniez wplyw na jego doktadna
identyfikacj¢ przez kompleks inicjacyjny.

Translacja biatka reporterowego inicjowana z kodonu AUG2 w mRNA
P1-ANp53(int2-mut)-Luc i PO-ANp53(int2-mut)-Luc, ktore posiadaty analog kapu na koncu
5" byta nizsza niz ilos$¢ biatka powstajacego z kodonu AUGI (Rys. 23). Nizszy poziom biatka
kodowanego przez gtowng ramke odczytu spowodowany wydajng translacja uORF jest
charakterystyczny dla mechanizmu wznowienia translacji [50; 145; 179; 180].
W przypadku mRNA kodujacego proteaze¢ BACEI, translacja wszystkich czterech uORF
prowadzita do inhibicji translacji BACE1l [179]. Wydajna translacja uORF1 rowniez
inhibowata synteze koneksyny 41 Xenopus laevis [145]. W szczegdlnosci kodony inicjacyjne

AUG rozpoczynajace uORF, ktoére umiejscowione sag w optymalnym kontekscie Kozak
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inhibujg translacje gtéwnej ramki odczytu. Powyzsze przyklady sugeruja, ze w przypadku
mRNA p53 z zachowanym intronem 2, przyczyna niskiej efektywnosci translacji z kodonu
AUG2 moze by¢ wydajna translacja z kodonu AUGI. Ponadto, spadek ilosci bialka
syntetyzowanego z kodonu AUG2, po dodaniu analogu kapu do konca 5 mRNA
P1-ANp53(int2)-Luc i P1-ANp53(int2-mut)-Luc sugeruje, ze translacja izoformy ANp53 jest
prawdopodobnie zalezna od kapu i biatko to moze powstawa¢ w procesie reinicjacji
(Rys. 2211 23).

Dodatkowym potwierdzeniem wpltywu uORF rozpoczynajacej si¢ z kodonu AUGI na
translacic z kodonu AUG2 s3 wyniki translacji in  vitro z mRNA
P1-ANp53(int2/AUG1-mut)-Luc oraz P1-ANp53(int2-mut/AUG1-mut)-Luc (Rys. 24).
Oba mRNA zamiast kodonu AUGI posiadaty kodon GCA, w zwiazku z czym nie dochodzito
do translacji biatka z kodonu AUGI1 (Rys. 24). Swiadczy o tym brak gérnego prazka na
autoradiogramie w reakcji z mRNA, ktory dodatkowo posiadal zmutowany kodon STOP.
W reakcjach tych ilo$¢ biatka syntetyzowanego z kodonu AUG2 byta wyzsza niz w reakcjach
z mMRNA P1-ANp53(int2-mut)-Luc i P1-ANp53(int2)-Luc. Silny wzrost translacji inicjowanej
z gltéwnej ramki odczytu zaobserwowano réwniez w P1-ANp53(int2-mut/AUG1-mut)-Luc
przypadku koneksyny 41, gdy nie dochodzito do syntezy z kodonu AUGI na skutek
zastgpienia go kodonem AAG [145]. Na podstawie tych obserwacji mozna sadzi¢, ze gdy
25-aminokwasowy peptyd nie jest syntetyzowany z kodonu AUGL, translacja izoformy
ANp53 z kodonu AUG2 zachodzi wydajniej. Sugeruje to rowniez, ze w przypadku
niezmutowanego mMRNA z intronem 2, kodon AUG1 jest rozpoznawany przez kompleks

inicjacyjny, a po napotkaniu kodonu STOP dochodzi do jego oddysocjowania.

Mniejsza ilos¢ biatek powstajacych z gtownych ramek odczytu jest charakterystyczna
dla mechanizmu reinicjacji tanslacji i jest zwigzana z faktem, ze nie wszystkie kompleksy
rybosomalne s3 zdolne do ponownego rozpoczgcia translacji po ukoficzeniu syntezy z uORF.
Wznowienie translacji jest mozliwe tylko wtedy gdy uORF jest krotka i ma to zwigzek
z dhugoscig trwania etapu elongacji [61; 62; 159]. Im krocej zachodzi translacja uORF tym
wieksze prawdopodobienstwo, ze nie dojdzie do oddysocjowania niektorych czynnikow
inicjacyjnych, ktére sg niezbedne do wznowienia translacji z kolejnego kodonu AUG.
Wedhug danych literaturowych, reinicjacja moze zachodzi¢ gdy uORF posiada dtugosé¢ 72
nukleotydéw i nie moze przekracza¢ 120 nukleotydow [61]. Kluczowe znaczenie ma takze

odlegtos¢ migdzy kodonem STOP a kolejnym kodonem AUG. Zaobserwowano, ze czgstos¢
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zachodzenia reinicjacji wzrasta z 16% do 38%, gdy odlegto§¢ miedzy tymi kodonami
wydtuza si¢ z 16 do 64 nukleotydow [62]. W przypadku mRNA kodujacego proteaz¢ BACEI
dochodzito do spadku wydajnosci reinicjacji, gdy usunigto 11-nukleotydowy fragment
pomiedzy uORF a gtowng ORF [179]. Stymulujacy wpltyw wzrostu odleglosci pomig¢dzy
otwartymi ramkami odczytu na translacj¢ zwigzany jest z mozliwos$cig ponownego nabycia
czynnikow, niezbednych do ponownego rozpoczecia translacji. Dlugos¢ uORF w mRNA p53
zawierajacym intron 2 wynosi 100 nukleotydéw, natomiast fragment pomiedzy kodonem
STOP a kodonem AUG2 ma dlugo$s¢ 156 nukleotydow. Istnieje zatem mozliwos¢,
ze zarowno diugo$¢ uORF i regionu pomigdzy kodonem STOP i1 AUG2 zapobiega
nadmiernej utracie czynnikdw inicjacyjnych lub umozliwia ich ponowne nabycie,
co w konsekwencji sprzyja zachodzeniu reinicjacji z kodonu AUG2. Poniewaz reinicjacja jest
procesem o niskiej wydajno$ci, ilos¢ biatka powstajacego z gtownej ramki odczytu jest
zawsze nizsza w porownaniu z wydajnos$cig translacji uORF (Kozak 2001). Ttumaczy to niski
poziom biatka powstajacego z kodonu AUG2 w modelowych mRNA z intronem 2,

zar6wno w RRL jak i komoérkach HeLa i MCF-7 (Rys. 22 i 31).

Analiza transkryptomu ujawnita, ze okoto 40% komoérkowych mRNA posiada
dodatkowe kodony inicjacyjne w swoich regionach niekodujacych 5', ktore tworzg uORF
[146; 147; 181]. uORF wystepuja szczegolnie czesto w mRNA kodujacych czynniki wzrostu,
cytokiny, kinazy oraz czynniki transkrypcyjne [178]. Gtowng rolag uORF jest hamowanie
translacji biatek, ktorych zbyt duze ilosci moglyby by¢ szkodliwe dla komorki.
W $wietle tych informacji, mechanizm generowania 25-aminokwasowego peptydu
z transkryptu p53 z intronem 2 moéglby stanowi¢ mechanizm ograniczajacy ilo$¢ biatka p53
w komorce. Z drugiej strony, synteza izoformy ANp53 z tego samego transkryptu
prowadzitaby do zwigkszenia ilosci tej izoformy w komorce, poniewaz generowana jest ona
rowniez z mRNA p53 nie zawierajacego intronu 2. W konsekwencji prowadziloby to do
obnizenia poziomu biatka p53, poniewaz izoforma ANp53 tworzy homo- i heterodimery
z bialkiem p53, przez co funkcjonuje jako negatywny regulator jego aktywnosci [11; 12].
Ponadto, ekspresja izoformy ANp53 z mRNA zawierajacego intron 2 moze by¢ specyficzna
tkankowo, gdyz transkrypt ten zidentyfikowano tylko w niektérych liniach komdrkowych
[13; 143]. Nie wykluczone, ze obecnos¢ dodatkowych kopii izoformy ANp53 moze by¢

zwigzana z zaburzeniami ekspresji biatka p53 w tych komorkach.
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3.3.3. Wptyw struktury drugorzedowej regionu terminalnego 5° mRNA p53 na poziom
translacji i rozpoznawanie kodondéw inicjacyjnych AUG

Regiony terminalne 5" mRNA odgrywaja kluczowg role w regulacji syntezy biatek
w komorce. W przypadku 90% mRNA kregowcow, dlugo$¢ regionow terminalnych 5’
wynosi od 10 do 200 nukleotydoéw [182]. Pozostale 10% mRNA posiada regiony terminalne
5, ktorych dlugos¢ przekracza 200 nukleotydow [50]. Ponadto, charakteryzujg si¢ one duza
zawarto$cig par G-C oraz wystepowaniem kilku kodonéw inicjacyjnych AUG [50; 178].
Dlugie regiony terminalne 5’, bogate w pary G-C umozliwiaja tworzenie trwatych
termodynamicznie motywow struktury drugorzgdowej RNA, ktore uczestnicza w regulacji
inicjacji translacji [183]. W przypadku translacji zaleznej od kapu, stabilna struktura
drugorzedowa w obrgbie regionu terminalnego 5' mRNA moze utrudnia¢ wigzanie kompleksu
preinicjacyjnego lub skanowanie mRNA, i w konsekwencji hamowac¢ synteze biatka [3; 178].
Inhibujacy wpltyw struktury drugorzedowej RNA na inicjacje translacji zaobserwowano
w przypadku mRNA kodujacych czynniki wzrostu czy proto-onkogeny [178; 182; 184].
Motywy struktury drugorzgdowej RNA moga réwniez tworzy¢ elementy IRES,
ktore umozliwiajg synteze biatka w warunkach gdy translacja zalezna od kapu jest
zahamowana. Elementy IRES zidentyfikowano w obrebie regionéw terminalnych 5" mRNA
czynnikow transkrypcyjnych i translacyjnych, hormonéw, czynnikéw wzrostu, onkogenow

czy supresoréw nowotworzenia [10; 15].

Celem doswiadczen opisanych w niniejszym rozdziale bylo sprawdzenie
w jaki sposob struktura drugorzedowa RNA regionu terminalnego 5" mRNA p53 wplywa
na efektywnos$¢ translacji inicjowanej] z kodonu AUGI i1 AUG2 oraz na tworzenie
kompleksow rybosomalnych w ich obrebie. W tym celu wykorzystalam warianty regionu
terminalnego 5 mRNA roznigce si¢ dlugoscig, ktore kontrolowaty translacje biatka

reporterowego lucyferazy Renilla.

Regionowi terminalnemu 5" mRNA p53 odpowiadat wariant P1-ANp53, ktory oprocz
regionu S5'UTR posiadat fragment sekwencji kodujacej biatko p53 (Rys. 21).
Analiza struktury drugorzedowej tego regionu wykazala, ze w wyniku oddzialywania
fragmentu sekwencji kodujacej pomiedzy kodonami AUGI1 i1 AUG2 z regionem 5" UTR
powstaja dwa charakterystyczne motywy typu spinki: G56-C169, w obrebie ktorej
umiejscowiony jest kodon AUG1 oraz U180-A218, z ktorg oddziatuje biatko Mdm?2 [151]
(Rys. 32). Struktura drugorzgdowa tego regionu byla réwniez zachowana w dluzszej

czasteczce mRNA, zawierajacej polowe sekwencji kodujacej biatko p53 oraz w pelnej

116



Wyniki i dyskusja

dhlugosci mRNA p53 [151]. Te dwa motywy strukturalne typu spinki byty rowniez obecne
w modelowym mMRNA P1-ANp53-Luc, ktory wykorzystywatam w badaniach procesu
translacji (Rys. 33). Wskazuje na to rozktad cig¢ RNA indukowanych w obecno$ci jonow
Pb?" oraz miejsca modyfikacji chemicznych za pomoca odczynnika NMIA i siarczanu
dimetylu, ktore dobrze koresponduja do modelu struktury drugorzedowej izolowanego
regionu P1-ANp53 (Rys. 33 i 32). Obecnos¢ spinki G56-C169 oraz U180-A218 pomimo
dodatkowej sekwencji kodujacej biatko lucyferazy, swiadczy o wysokiej zachowawczos$ci
struktury tego regionu. Co wigcej, struktura regionu P1-ANp53 w modelowym konstrukcie
mRNA nie zmienila si¢ rowniez w §rodowisku lizatu, co §wiadczy o wysokiej stabilnosci
formowanych motywow strukturalnych w warunkach, w ktorych zachodzi proces translacji

(Rys. 34).

3.3.3.1. Rola spinki G56-C169 w translacji inicjowanej z kodonu AUG1

Wedhlug danych literaturowych stabilne motywy strukturalne obecne w regionach
terminalnych 5" mRNA stanowig bariere dla komplekséw rybosomalnych i hamuja synteze
szczegolnie tych bialek, ktorych nadmierna ilo$¢ mogtaby by¢ szkodliwa dla funkcjonowania
komorki. Natomiast biatka, ktore syntetyzowane sa w komoérce w duzych ilosciach, kodowane
sa zazwyczaj przez mRNA nie posiadajagce stabilnych termodynamicznie motywow
strukturalnych w obrebie regionu terminalnego 5'. Zwazywszy na fakt, iz kodon inicjacyjny
dla biatka p53 umiejscowiony jest w obrgbie trwatej termodynamicznie spinki G56-C169,
ktorej AG = -52,9 kcal/mol mozna sadzié, ze duza role w utrzymaniu niskiego poziomu tego
biatka w komorce odgrywa struktura regionu terminalnego 5’ mRNA p53. W reakcji translacji
in vitro modelowego mMRNA P1-ANp53-Luc zaobserwowatam okoto 90% inhibicje syntezy
biatka reporterowego powstajacego z kodonu AUGI, w porownaniu do mRNA kontrolnego

Luc (Rys. 22).

Dowodem na inhibujacy wplyw spinki G56-C169 na translacj¢ inicjowang z kodonu
AUGI sg wyniki otrzymane z wykorzystaniem mRNA P1-p53-Luc (Rys. 22). Region P1-p53
posiada tylko kodon inicjacyjny AUGI i odpowiada regionowi 5'UTR mRNA p53 (Rys. 20).
Poniewaz ten fragment mRNA nie obejmuje sekwencji miedzy kodonami AUGL i AUG2,
przyjmuje on odmienng strukture od regionu P1-ANp53 1 zwija si¢ w kilka krotkich motywow
typu spinki o niskiej stabilno$ci termodynamicznej (Rys. 32). Struktura tego regionu jest

rowniez zachowana w modelowym mRNA, zawierajacym sekwencj¢ kodujaca lucyferaze,
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zarowno In Vvitro jak i w srodowisku RRL (Rys. 35). W przypadku mRNA P1-p53-Luc ilos¢
biatka syntetyzowanego z kodonu AUGI byta wyzsza okoto 5-6 krotnie w pordwnaniu
Z mMRNA P1-ANp53-Luc (Rys. 22). Mozna zatem przypuszczaé, ze obecne w regionie P1-p53
motywy typu spinki stanowig mniejszg przeszkode do pokonania dla skanujacego kompleksu
inicjacyjnego niz spinka G56-C169 obecna w regionie P1-ANp53, co skutkuje wydajniejsza
inicjacja translacji. W komorce eukariotycznej bardzo czesto z tego samego genu powstaje
kilka transkryptow, ktore r6znig si¢ pod wzgledem dlugosci regionu terminalnego 5’ [182].
Taka strategia umozliwia regulacj¢ syntezy biatka za pomoca struktury regionu terminalnego
5'. Na przyktad obecno$¢ stabilnej struktury 300-nukleotydowego regionu 5'UTR mRNA
Mdm2 skutkuje obnizeniem poziomu tego biatka w komorce [142]. Natomiast transkrypt
skrocony o 232 nukleotydy od konca 5’ pozwala na wydajniejsza syntez¢ biatkka Mdm?2,

poniewaz jego region 5S'UTR przyjmuje mniej stabilng strukture.

Mapowanie struktury drugorzedowej regionu P1-ANp53(int2) ujawnito, ze spinka
G56-C169 réwniez moze tworzy¢é si¢ w regionie terminalnym 5" mRNA p53,
pomimo znajdujacego si¢ ponizej w kierunku 3’ intronu 2 [185] (Rys. 43). Sugeruje to, ze
translacja 25-aminokwasowego peptydu z kodonu AUG1 w mRNA p53 z zachowanym
intronem 2 moze by¢ inicjowana w podobny sposob co translacja z tego kodonu w dojrzalym
mRNA p53. W celu okre$lenia efektywnos$ci translacji z kodonu AUGI w mRNA p53
zawierajacym intron 2, zastosowatam modelowy mRNA P1-ANp53(int2-mut)-Luc (Rys. 23).
W konstrukcie tym kodon STOP w intronie 2 zostal zastagpiony kodonem GCG kodujacym
aminokwas alaning, co umozliwiato identyfikacj¢ produktu biatkowego powstajacego
z kodonu AUGI. Ilo$¢ biatka powstajacego z kodonu AUGL1 w mRNA z intronem 2,
ktéry posiadat kap na koncu 5’ wynosita 13,1%. Warto§¢ ta byla poréwnywalna
z wydajnoscig translacji z kodonu AUG1 w kapowanym mRNA PI1-ANp53-Luc, ktora
wynosita 12,7% (Rys. 23 1 22). Wyniki otrzymane z wykorzystaniem modelowego mRNA
P1-ANp53(int2-mut)-Luc pokazuja, ze spinka G56-C169 jest kluczowym elementem

strukturalnym, ktéry uczestniczy w regulacji poziomu bialka generowanego z kodonu AUGI.
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Rys. 43 Model struktury drugorzedowej RNA PI1-ANp53(int2) wygenerowany na podstawie
mapowania za pomocg cie¢ indukowanych w obecnosci jonéw Pb2+ oraz metody SHAPE.
W nawiasach podano stabilno$¢ termodynamiczng poszczegdlnych motywow strukturalych
wyrazonych za pomocg parametru AG [185].

Wedlug danych literaturowych, obecne w regionach terminalnych 5" mRNA motywy
strukturalne typu spinki, ktorych AG wynosi od -30 do -40 kcal/mol mogg stanowi¢ zawade
przestrzenng dla skanujgcego rybosomu lub utrudnia¢ wigzanie kompleksu preinicjacyjnego
do konca 5" mRNA, nawet gdy sg one zlokalizowane w znacznej odlegtosci od niego [186].
Sugeruje to, ze tworzenie kompleksu inicjacyjnego w obrgbie kodonu AUGI moze zachodzi¢
wolniej, ze wzgledu na jego umiejscowienie w stabilnej spince G56-C169. Wydaje si¢ wigc,
ze spinka G56-C169 znacznie redukuje ilo$¢ biatka powstajagcego z kodonu AUGI,
pomimo tego iz znajduje si¢ on w optymalnym kontekscie Kozak. Wskazuje na to brak
prazkow ponizej kodonu AUGI, odpowiadajacych kompleksom inicjacyjnym w reakcji
,»odcisku palca” z odwrotng transkryptaza AMV na matrycy modelowych mRNA z dwoma
kodonami AUG (Rys. 38). Natomiast w przypadku mRNA P1-p53-Luc, zastosowanie
odwrotnej transkryptazy AMV umozliwiato identyfikacje kompleksow rybosomalnych dla
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kodonu AUGI (Rys. 38). Jednakze, region P1-p53 przyjmuje mniej stabilng strukturg
drugorzgdows, w ktorej motyw spinki G56-C169 jest nieobecny. Dopiero zastosowanie
odwrotnej transkryptazy SuperScript III pozwolito na identyfikacje komplekséw
rybosomalnych, formowanych w obrebie kodonu AUG1I w mRNA PI1-ANp53-Luc
i P1-ANp53(int2)-Luc (Rys. 40). Uwaza si¢, ze odwrotna transkryptaza SuperScript 11
posiada wigksza zdolno$¢ do rozplatania stabilnych struktur typu spinka niz odwrotna
transkryptaza AMV [43]. W zwigzku z powyzszym mozna sadzi¢, ze do rozpoczecia syntezy
z kodonu AUGI wymagany jest udzial czynnikow o aktywnosci helikazy RNA.
Wedtug danych literaturowych, do utworzenia kompleksu inicjacyjnego 48S w obrgbie
regionu terminalnego 5' mRNA, zawierajgcego stabilne struktury spinkowe, dochodzi dopiero
w obecno$ci bialek z rodziny DEAD/DExX-box, ktére wykazuja wysoka aktywnos¢
helikazowa [187].

3.3.3.2. Rola spinki G56-C169 i U180-A218 w translacji rozpoczynajace;j sie z kodonu AUG2

W  przypadku kodonu AUG2, zar6bwno w mRNA  PI1-ANp53-Luc
jak i P1-ANp53(int2)-Luc translacja byla inicjowana z podobng wydajno$cia, ktora wynosita
okolo 1,5% w stosunku do translacji kontrolnego mRNA Luc (Rys. 22).
Jednakze, w przypadku tych dwoch mRNA, translacja zachodzi prawdopodobnie wedtug
dwoch réznych mechanizmow. Wcezesniejsze badania pokazaty, ze synteza biatka z kodonu
AUG2 w modelowym mRNA, ktoéry zawiera intron 2 zachodzi na drodze wznowienia
translacji zaleznej od kapu (rozdziat 3.2.1.2.). Natomiast translacja inicjowana z tego samego
kodonu w mRNA P1-ANp53-Luc, wykazuje raczej charakter kap-niezalezny (Rys. 22 i 26).
Postuluje si¢, ze w regionie terminalnym 5" mRNA p53 wystepuje element IRES,

ktéry umozliwia bezposrednie zwigzanie kompleksu inicjacyjnego bez koniecznosci

skanowania mMRNA od konca 5’ [11].

Pomimo znacznego oddalenia spinki G56-C169 od kodonu AUG2, ma ona réwniez
wplyw na translacje z tego kodonu. Swiadczy o tym inhibicja translacji z kodonu AUG2,
pod wptywem oligonukleotydu antysensowego nr 1, komplementarnego do podstawy spinki
G56-C169 po jej stronie 5’ (rozdziat 3.4. rys. 48 i 49). Silnie inhibujacy wptyw na inicjacje¢
translacji z kodonu AUG2 miaty réwniez oligomery nr 7, 7a i 7b, ktore hybrydyzowaty
do spinki U180-A218 oraz sgsiadujacych z nig regionéow jednoniciowych. Odcigcie przez
RNaz¢ H motywoéw typu spinka pod wplywem oligonukleotydow typu gapmer,
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lub zablokowanie ich dostgpnosci przez oligomery metylowane, prawdopodobnie
uniemozliwia oddziatywanie tych struktur z biatkami lub czynnikami inicjacyjnymi,
co w konsekwencji prowadzi do spadku wydajnosci translacji z kodonu AUG2. Mozna zatem
przypuszczaé, ze spinka G56-C169 oraz U180-A218 stanowig wazne motywy strukturalne,

wptywajace na efektywnos$¢ translacji inicjowanej z kodonu AUG2.

3.3.3.3. Wplyw regionu miedzypromotorowego P0-P1 na translacje inicjowana z kodonu
AUG1i AUG2

Inhibujacy wplyw na translacj¢ biatka w stosowanym systemie reporterowym,
miata rowniez obecno$¢ regionu migdzypromotorowego PO-P1 (Rys. 22, 23 i 31).
Efekt ten obserwowatam zarowno w RRL jak i liniach komoérkowych HelLa i MCEF7
1 dotyczyl on wszystkich wariantow regionu terminalnego 5" mRNA p53. Jednakze, region
PO-P1 hamowat gltéwnie translacj¢ inicjowang z kodonu AUG1. Obnizona ekspresja biatka
p53 z transkryptow rozpoczynajacych si¢ w miejscu promotorowym PO, byta obserwowana
juz wczesniej przez inne grupy badawcze [137; 141]. Natomiast efektywnos$¢ translacji
inicjowanej z kodonu AUG2, zmniejszyta si¢ jedynie 1-3-krotnie. Sugerowano wczesniej,
ze za obnizong ekspresje biatka p53 odpowiada stabilna struktura pomiedzy promotorami PO
i P1 [137; 141]. Region PO-P1 wykazywal negatywny wplyw na translacj¢ biatka

reporterowego zarowno w RRL jak i w kilku liniach komoérkowych [14].

Najwickszy stopien inhibicji translacji zaobserwowatam w przypadku wydtuzenia
o region PO-P1 mRNA P1-p53-Luc, ktory zawiera jedynie kodon AUGI (Rys. 22, warianty A
i B). Ilo$¢ biatka syntetyzowanego z mRNA PO0-p53-Luc w reakcji translacji in vitro
byta az 7-9 krotnie nizsza, w poréwnaniu z mRNA P1-p53-Luc. Natomiast w linii
komorkowej MCF-7 zaobserwowatam juz tylko 3-krotny spadek ilosci biatka, podczas gdy
dodanie regionu PO-P1 nie wplywalo na translacic w komodrkach HeLa (Rys. 31).
Dane literaturowe sugeruja, ze efekt inhibicji translacji przez elementy struktury
drugorzedowej RNA jest mniejszy w warunkach in vivo niz in vitro, co moze by¢ zwiagzane
z modyfikacjami maszynerii translacyjnej lub obecnoscig helikaz [54; 188]. Otrzymane przez
nas wczesniej wyniki mapowania struktury drugorzedowej regionu P1-p53 i PO-p53 pokazuja,
ze obecno$¢ regionu migdzypromotorowego PO-P1 prowadzi do drastycznych zmian
w strukturze regionu terminalnego 5" mRNA p53, konczacego si¢ kodonem AUGL [151;
185].
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Rys. 44 Struktura drugorzedowa RNA regionu PO-p53. W nawiasach podano warto$¢ parametru AG
dla poszczegolnych motywow strukturalnych [185].

Na skutek oddzialywania fragmentu regionu P0-P1, utworzonego przez nukleotydy
U3u-G41u, z nukleotydami C31-G139 powstaje dtugi dwuniciowy odcinek, ktory zawiera
wybrzuszenia, p¢tle wewnetrzne oraz dwie spinki G65-C98 i C99-G126 (Rys. 44).
Obie struktury typu spinki sg jedynymi wspolnymi elementami strukturalnymi dla regionu
P1-p53 oraz PO-p53. W pozostatej czesci regionu P0O-p53 tworza si¢ dodatkowo dwie
struktury typu spinki U49u-A72u oraz U75u-A25. Bardziej stabilna struktura regionu P0-p53,
w porownaniu z regionem P1-p53 moze stanowi¢ wigksza przeszkode do rozplecenia dla
kompleksu rybosomalnego i by¢ przyczyna zmniejszonej wydajno$ci translacji z kodonu
AUGI. Wydaje sig, ze najwigkszy wplyw na translacj¢ inicjowang z AUGI moze mie¢ czgs¢
dwuniciowego odcinka charakteryzujaca si¢ wysoka stabilno$cig termodynamiczng, ktorej AG
wynosi - 31,1 kcal/mol oraz spinka U75u-A25, ktorej AG = -21,6 kcal/mol. Jest to zgodne
z wezesniejszym doniesieniem, ze struktury drugorzgdowe typu spinki, ktorych AG wynosi
okoto - 30 kcal/mol i ktore znajduja si¢ blisko konca 5" mRNA, sg w stanie hamowaé proces

inicjacji translacji [42].
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W przeciwienstwie do modelowego mRNA PO-p53-Luc z jednym kodonem
inicjacyjnym AUGI, obecno$¢ regionu PO-P1 w mRNA z dwoma kodonami inicjacyjnymi
w mniejszym stopniu wplywata na translacje z kodonu AUG1 (Rys. 22, warianty C i D).
Aczkolwiek spadek ten dotyczyt jedynie mRNA, posiadajagcego kap na koncu 5.
Réznice w wydajnosci translacji inicjowanej z kodonu AUG1 wynikaja najprawdopodobnie;j
z odmiennej struktury jaka przyjmuje region PO-P1, w zalezno$ci od wariantu regionu
terminalnego 5" mRNA p53. W przeciwienstwie do wczesniejszych danych literaturowych
odnosnie istnienia stabilnej struktury drugorzedowej w regionie P0-P1, z przeprowadzonych

w naszym laboratorium badan wynika, ze struktura taka nie powstaje [185] (Rys. 45).
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Rys. 45 Model struktury drugorzedowej RNA regionu PO-ANp53. Stabilno$¢ termodynamiczna
poszczegblnych motywow strukturalnych podana jest w nawiasach jako parametr AG [185].

W regionie PO-ANp53, powyzej miejsca promotorowego P1 obecne sg trzy motywy
typu spinki, z ktorych jedna U49u-A72u wystgpuje rowniez w regionie P0-pS3.
Wszystkie trzy motywy odznaczaja si¢ niskg trwalo$cig termodynamiczng, a dodatkowo
oddzielone s3 fragmentami jednoniciowymi. W przeciwienstwie do regionu P0-p53,

pierwsze siedem nukleotydéw regionu PO-P1 wystepuje w RNA P0-ANp53 jako fragment
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jednoniciowy. Wydaje si¢, ze taka aranzacja strukturalna regionu PO-P1 nie powinna
w znaczacy sposob zaklocaé skanowania regionu terminalnego 5’ przez kompleks
rybosomalny, tak jak miato to miejsce w przypadku regionu PO-p53. Dowodem na to moze
by¢ catkowity brak wplywu regionu PO-P1 na translacje in vitro niekapowanych mRNA
P1-ANp53-Luc i PO-ANp53-Luc (Rys. 22, panel dolny, warianty C i D).
Rowniez w przypadku kapowanych mRNA, wydajno$¢ translacji spadia jedynie 2,7-krotnie
(Rys. 22, panel goérny, warianty C i D). Podobny spadek efektywnosci translacji
obserwowatam w warunkach in vivo. Obecno$¢ regionu PO-P1 spowodowata zmniejszenie
efektywnosci translacji 2,8-krotnie w komoérkach Hela 1 3,3-krotnie w komorkach MCF-7
(Rys. 31, warianty C 1 D). Nalezy zauwazy¢, ze struktura regionu PO-P1 nie wptywa na
formowanie spinek G56-C169 oraz U180-A218. Zatem, translacja z kodonu AUGI,
ktéry umiejscowiony jest w obregbie spinki G56-C169 moze by¢ inicjowana z podobng
wydajnoscig co z mRNA P1-ANp53-Luc. Chociaz wydaje sie, ze struktura regionu P0-P1 nie
zakldca procesu skanowania mRNA, to obnizony poziom biatka powstajacego z kapowanego
MRNA PO-ANpS53-Luc, moze mie¢ zwigzek z obecnos$cig spinki G8u-C41lu, dla ktorej
AG = -9 kcal/mol. Jej bliskie polozenie wzgledem konca 5 mRNA moze utrudniaé
oddziatywanie kompleksu preinicjacyjnego z kapem. Jednak dane literaturowe pokazuja,
ze dopiero wprowadzenie spinki, ktorej parametr AG = -30kcal/mol w odlegtosci 12

nukleotydéw od kapu silnie hamowato proces translacji [7].

Region PO-P1 hamowal rowniez translacj¢, rozpoczynajacg si¢ z kodonu AUGI
z mRNA z zachowanym intronem 2. Efekt ten mogltam obserwowa¢ jedynie w przypadku
MRNA PO-ANp53(int2-mut)-Luc, ktory posiadat zmutowany kodon STOP w intronie 2
(Rys. 23). Co ciekawe, stopien inhibicji byl bardzo zblizony do obserwowanego z mRNA
PO-ANp53-Luc, ktory nie zawieral intronu 2 i dotyczyl on tylko kapowanego mRNA.
Pomimo braku danych na temat struktury drugorzedowej regionu PO-P1 w mRNA p53
z intronem 2, mozna przypuszczaé, ze struktura tego regionu nie wplywa ani na proces
skanowania mRNA, ani na wigzanie kompleksu preinicjacyjnego do kapu na jego koncu 5.
Wskazuje na to niezmieniony poziom biatka powstajacego z kodonu AUG]1 z niekapowanych

MRNA P1-ANp53(int2-mut)-Luc i PO-ANp53(int2-mut)-Luc (Rys. 23).

Brak znaczacego wptywu regionu PO-P1 na translacj¢ inicjowang z kodonu AUG2
moze wynika¢ z faktu, iz translacja z tego kodonu zachodzi prawdopodobnie

z wykorzystaniem elementu IRES. Region PO-P1 nie zaburza formowania waznych dla tego
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elementu motywow strukturalnych, ktérymi sg spinki G56-C169 i U180-A218 (Rys. 22 i 45).
Z kolei, niewielki stopien inhibicji translacji z kodonu AUG2, spowodowany obecno$cig
regionu PO-P1, moze mie¢ zwigzek z odleglo$cig regionu PO-P1 od kodonu AUG2.
W przypadku mRNA zawierajgcego intron 2, synteza z kodonu AUG2 inicjowana jest
prawdopodobnie na skutek wznowienia translacji, czyli wedlug mechanizmu skaningowego.
Poniewaz kompleks inicjacyjny rozpoczyna skanowanie mRNA od konca 5,
musi on pokona¢ region PO-P1 aby dotrze¢ do kodonu AUGI, a nastepnie do kodonu AUG?2,
ktory znajduje si¢ az 367 nukleotydoéw od regionu PO-P1. W zwiazku z powyzszym mozna
przypuszczac, ze z powodu znacznej odleglo$¢ pomigdzy regionem P0-P1 a kodonem AUG2,
jego struktura drugorzedowa nie ma wigkszego znaczenia dla rozpoczecia ponownej syntezy

z kodonu AUG2.

3.4. Regulacja translacji p53 oraz izoformy ANp53 za pomoca
oligonukleotydow antysensowych komplementarnych do regionu
terminalnego 5’ mRNA p53

3.4.1. Mapowanie miejsc dostepnych do hybrydyzacji komplementarnych
oligonukleotydéw w regionie terminalnym 5’ mRNA p53

Kolejnym etapem mojej pracy doktorskiej bylo sprawdzenie, czy za pomoca
oligonukleotydéw antysensowych komplementarnych do regionu terminalnego 5’ mRNA p53
mozna regulowa¢ efektywnos$¢ translacji inicjowanej z kodonu AUGI1 dla biatka p53

oraz AUG2 dla izoformy ANp53.

W pierwszej kolejnosci postanowilam okresli¢ miejsca dostgpne do hybrydyzacji
krotkich oligomerow DNA w regionie terminalnym 5 mRNA p53. Do tego celu
wykorzystatam modelowy konstrukt mRNA P1-ANp53-Luc, sktadajacy si¢ z sekwencji
kodujacej biatko reporterowe lucyferazy oraz poprzedzajacego ja regionu terminalnego 5’
mMRNA p53 P1-ANp53, ktory zawiera kodony inicjacyjne AUGLl i AUG2.
Badanie dostepnosci do hybrydyzacji komplementarnych oligonukleotyddéw przeprowadzitam
przy uzyciu bibliotek kombinatorycznych, sktadajacych si¢ z 6-mer6w DNA oraz RNazy H
z Escherichia coli [189]. RNaza H hydrolizuje preferencyjnie wigzanie fosfodiestrowe
w obrgbie dupleksu RNA-DNA w odleglosci co najmniej 5 nukleotydow od konca 3’
oligomeru DNA (Rys. 46). Cigcia mogg takze wystgpowaé bezposrednio za dupleksem
RNA-DNA, czyli w regionie jednoniciowym RNA. W kazdej bibliotece 6-meroéw staly jest
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trzeci nukleotyd od konca 5, co umozliwia identyfikacj¢ nukleotydu znajdujacego si¢

naprzeciw w czasteczce RNA.

A 5 3 B ssn LN
a nnannn 5 e | &
RNA NITHTINYNNNNNN
g nngnnn ONA AL
¢ nncnnn &ian
t nntnnn

Rys. 46 (A) Biblioteki kombinatoryczne 6-meré6w DNA: &, g, C, t - trzeci deoksyrybonukleotyd od
konca 5’ jest zawsze staty, n - dowolny deoksyrybonukleotyd. (B) Preferencyjne cigcia heterodupleksu
RNA-DNA przez RNaze¢ H zostaty oznaczone jako I, IT i III; N-n - para zasad typu Watson-Crick, Y-x
- trzecia para od konca 5’ oligomeru DNA jest okreslona przez rodzaj biblioteki kombinatorycznej,
w ktorej w pozycji x wystepuje a, g, € lub t.

Kazda z bibliotek kombinatoryczych a, g, c, t poddawatam oddzielnie hybrydyzacji z mRNA
P1-ANp53-Luc w temperaturze 37°C, po czym dodawatam RNaze H i kontynuowatam
inkubacje przez 10 i1 30 minut. Aby zidentyfikowa¢ miejsca cigcia przez RNaze H,
wykonalam  reakcje = odwrotnej  transkrypcji  z  radioaktywnie = znakowanym
oligonukleotydowym starterem DNA, ktory hybrydyzowat do nukleotydow 237-257
w regionie terminalnym 5" mRNA p53. Ostatnim etapem mapowania miejsc dostepnych
do hybrydyzacji byt rozdziat elektroforetyczny otrzymanych fragmentow cDNA w zelu
poliakryloamidowym w warunkach denaturujacych (Rys. 47 A). Na podstawie
autoradiogramu, fragmenty cDNA przyporzadkowatam poszczegdlnym pozycjom
nukleotydowym i naniostam jako ci¢cia na model struktury drugorzedowej regionu P1-ANp53

oraz okreslitam najbardziej prawdopodobne miejsca hybrydyzacji 6-meréw DNA (Rys. 47 B).

Rozktad cig¢ RNazag H w obrebie regionu terminalnego 5" mRNA p53 pokazuje,
ze region ten jest dostgpny do hybrydyzacji krotkich oligomeréw DNA, pomimo iz sklada sig¢
on z wielu fragmentow dwuniciowych. Najwigcej cig¢ pojawilo si¢ w obrebie spinki
U180-A210, zbudowanej gtéwnie z par A-U, a takze w jednoniciowym regionie A218-C229,
ktory sklada sie¢ w wigkszosci z reszt A. Wyjatkowo dostgpna okazala si¢ petla apikalna
spinki U180-A218, poniewaz hybrydyzowata do niej najwicksza ilo§¢ 6-merow DNA.
Widoczne sa rowniez liczne cigcia w obrgbie jednoniciowego regionu, pomiedzy spinkami
G56-C169 i U180-A218. Z kolei, region blizej konca 5’ czasteczki wykazuje mniejsza
dostepnos¢ do hybrydyzacji. W tej czesci mRNA, cigcia obecne sg tylko po stronie 3’ spinki
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G23-C34 oraz w przylegtym regionie w kierunku 3'. Ciecia indukowane sg rowniez w obrgbie
spinki  G56-C169, pomimo jej wysokiej stabilnosci termodynamicznej wynoszacej
-52,9 kcal/mol. Sg to pojedyncze cigcia za resztami U57, C63, G82, C99, C146, C158
oraz G163 i1 pojawiajg si¢ one w miejscach gdzie struktura spinki jest zaburzona przez jedno-
i dwustronne wybrzuszenia. Krotkie oligomery DNA hybrydyzowaty takze do podstawy
spinki G56-C169, gdzie obecne sg niestandardowe pary G-U. Podstawa spinki po jej stronie 3’
oraz znajdujacy si¢ za nig trakt bogaty w reszty C, wykazywaly wicksza dostepnosc,
na co wskazuje wigksza liczba przylaczajacych si¢ tam oligomeréw DNA. Nieoczekiwanie,
sposroéd wszystkich jednoniciowych fragmentow w regionie terminalnym 5', p¢tla apikalna
spinki  G56-C169 byta catkowicie niedostgpna do hybrydyzacji komplementarnych
oligomeréw DNA, gdyz nie zidentyfikowano w jej obrgbie Zadnego cigcia RNaza H.
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3.4.2. Translacja modelowego mRNA P1-ANp53-Luc w lizacie z retikulocytow krélika
w obecnosci oligonukleotyddw antysensowych komplementarnych do regionu
terminalnego 5 mRNA p53

Informacje uzyskane z mapowania dostgpnosci do hybrydyzacji komplementarnych
oligonukleotydow DNA w regionie terminalnym 5" mRNA p53 stanowitly podstawe do
racjonalnego zaprojektowania oligonukleotydéw antysensowych, komplementarnych do tego
regionu. W tym celu przeprowadzitam réwniez analize in silico z wykorzystaniem programu
RNAstructure - OligoWalk, ktory oblicza parametry termodynamiczne wigzania oligomeru
DNA, uwzgledniajac strukture drugorzedowa czasteczki RNA [156]. Podczas projektowania
sekwencji oligonukleotydowych za pomocg funkcji OligoWalk, bralam pod uwage wylacznie
miejsca w RNA P1-ANpS53, ktore zostaly precyzyjnie okreSlone podczas mapowania
dostgpnosci. Waznym kryterium podczas projektowania oligomeréw byla zblizona warto$¢
parametru AGoverall, ktory opisuje site¢ wigzania danego oligomeru z docelowg czasteczka
RNA. Poczatkowo, zaplanowatam 7 oligonukleotydow antysensowych komplementarnych do
RNA P1-ANp53, ktére oznaczylam jako nr 1 - nr 7. Poniewaz okazato si¢, ze dwa z nich
wplywaly znaczaco na efektywno$¢ translacji, zaprojektowalam dodatkowo trzy
oligonukleotydy antysensowe, oznaczone jako nr 1a, nr 7a i nr 7b. Sekwencje nukleotydowe,
dlugosci oraz wartoSci  AGoveran  dla  wszystkich oligonukleotydéw antysensowych
przedstawione s3 w Tabeli 4. Miejsca docelowej hybrydyzacji dla wszystkich
oligonukleotydéow zostaly rowniez zaznaczone na modelu struktury drugorzedowej
RNA P1-ANp53 przedstawionej na rysunku 48.

Tabela 4. Oligonukleotydy antysensowe oraz ich miejsca docelowe w regionie
terminalnym 5’ mRNA p53.

Oligonukleotyd Dtugos¢ Sekwencja (5'-3’) Miejsce docelowe w AGoverall
antysensowy regionie terminalnym 5’ [keal/m
(5°-3") ol]
nr la 16 nt CCGGAGCCCAGCAGCT 28-44 -8,5
nrl 19 nt TCCCAGCCCGAACGCAAAG 50-68 -8,5
nr2 17 nt GCGTGTCACCGTCGTGG 78-94 -8,8
nr3 18 nt CTGCCAATCCAGGGAAGC 93-110 -8,7
nr4 17 nt TCCTCGGCGTCAGTCTA 140-156 -8,5
nr5 21nt TCAGTCTAGGATCGCAGCTCG 150-169 -8,5
nr6 15 nt CAGAGGGGGCTCGAC 163-177 -8,5
nr7a 21nt TCTGAAAATGTTTCCTGACTC 177-197 -8,3
nr7 19 nt GAAGTAGTTTCCATAGGTC 186-214 -9,7
nr7b 21nt AACGTTGTTTTCAGGAAGTAG 208-228 -7,5
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Rys. 48 Na modelu struktury drugorzedowej RNA P1-ANp53 za pomoca kolorowych linii zostaty
zaznaczone miejsca docelowe dla 10 oligonukleotydéw antysensowych.

Okreslitam zdolnos¢ zaprojektowanych oligonukleotydow antysensowych nr 1 - nr 7
do modulacji translacji inicjowanej z obu kodonow AUGI 1 AUG2 w lizacie z kroliczych
retikulocytow. W reakcjach translacji wykorzystalam matrycowy mRNA P1-ANp53-Luc
posiadajacy kap na koncu 5'. Oligonukleotydy antysensowe dodawane byly oddzielnie do
RRL, w ktorym znajdowat si¢ juz mRNA P1-ANp53-Luc. Stezenie koncowe
oligonukleotydéw antysensowych w reakcji wynosito 0,5 1 2 uM. Réwnolegle prowadzono
reakcj¢ kontrolng bez oligonukletydu antysensowego. Zastosowana kolejno$¢ dodawania
Komponentéw reakcji do mieszaniny (najpierw mRNA a nastgpnie oligonukleotydy),
miala na celu odzwierciedli¢ warunki panujagce w komorce, do ktérej wprowadzane
egzogennie oligomery hybrydyzuja do znajdujacego si¢ wewnatrz komorki mRNA. Detekcja
produktow biatkowych otrzymanych w reakcjach translacji byta mozliwa dzigki zastosowaniu
aminokwasu metioniny, zawierajacej izotop siarki °S. Autoradiogramy na rysunku 49
przedstawiaja rozdziat elektroforetyczny produktow reakcji translacji in vitro prowadzonej

w obecnosci oligonukleotydow antysensowych. Autoradiogramy poddawatam analizie
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iloSciowej z wykorzystaniem programu MultiGauge (Fuji Film). Zmiany poziomu bialek,
powstajacych z kodonow AUGI i AUG2 pod wptywem oligonukleotydéw antysensowych,
odnositam do poziomu biatka powstajacego z kodonu AUGI w reakcji kontrolnej bez

oligonukleotydu antysensowego.

K-) nr1 nr 2 nr3 nr 4
[05 2] [0o5 2] [0o5 2] [05 2] [uM]
e K i
AUG| i s T e e —
AUG2 i PR * ~

K-) nr5 nr 6 nr7
105 2][05 2]]05 2] [uM]
AUGY| el S SR AU SN s .
AUG? Sz’ s T T e aem— at—

Rys. 49 Translacja in vitro mRNA P1-ANp53-Luc w obecnosci oligonukleotydow antysensowych nr 1
- nr 7. Otrzymane produkty bialkowe rozdzielano w 15% zelu poliakryloamidowym w warunkach
denaturujacych. K(-) - reakcja kontrolna bez oligonukleotydu antysensowego; * - niespecyficzny
produkt biatkowy powstajacy w obecnosci oligonukleotydu nr 2.

We wszystkich reakcjach translacji zawsze powstawaty dwa biatka. Od kodonu AUG1
dla biatka p53 rozpoczynata si¢ synteza biatka fuzyjnego, sktadajacego si¢ z pierwszych 39
aminokwasow biatka p53 oraz pelnej dtugosci lucyferazy, ktore reprezentowane jest przez
goérny prazek na autoradiogramach. Z kolei dolny prazek odpowiada biatku reporterowemu
lucyferazy, ktorego synteza inicjowana byla z kodonu AUG2 dla izoformy ANp53.
Wyjatek stanowi linia z reakcjg translacji prowadzonej w obecnosci oligonukleotydu
antysensowego nr 2, w ktorej obecny jest dodatkowy trzeci prazek. Produkt ten migruje
najwolniej, a jego synteza najprawdopodobniej rozpoczyna si¢ z niestandardowego kodonu
inicjacyjnego. Analiza in silico z wykorzystaniem programu Virtual Ribosome 1.1 [190]
sugeruje, ze w tym przypadku translacja moze by¢ inicjowana z kodonow dla leucyny CUG
(kodon 11 i 12 od konca 5" mRNA) lub UUG (kodon 18), ktére poprzedzaja kodon AUGI
(Rys. 50). Wszystkie trzy kodony wystepuja zgodnie z otwarta ramka odczytu okreslong
przez AUGI1. Poniewaz celem moich badan byla regulacja translacji inicjowanej

z kodonow AUG1 1 AUG2, watek ten nie byt dalej analizowany.
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VIRTUAL RIBOSOME

Translation table: Standard SGCO

>P1-DeltaNp53-Luc RNA
Reading frame: 1

G *sS H R PGSR *L L G S GGDTULI RS G WEU R AU F HD G D
5’ GGCUAGAGCCACCGUCCAGGGAGCAGGUAGCUGCUGGGCUCCGGGGACACUUUGCGUUCGGGCUGGGAGCGUGCUUUCCACGACGGUGALC
90

T L. Pp W I G s ¢ T A F RV T A M E E P Q s D P s V E P P L S
5’ ACGCUUCCCUGGAUUGGCAGCCAGACUGCCUUCCGGGUCACUGCCAUGGAGGAGCCGCAGUCAGAUCCUAGCGUCGAGCCCCCUCUGAGU
180

Q E T F S DL W XK L L P ENNV L S P L P S Q A M D S K V Y
5" CAGGAAACAUUUUCAGACCUAUGGAAACUACUUCCUGAAAACAACGUUCUGUCCCCCUUGCCGUCCCAAGCAAUGGAUUCGAAAGUUUAU
270

Rys. 50 Zaproponowane przez program Virtual Ribosome 1.1 alternatywne miejsca inicjacji translacji
dla dodatkowego produktu biatkowego, powstajacego W obecnosci oligomeru nr 2.
Kolorem czerwonym zaznaczono potencjalne niestandardowe kodony inicjacyjne kodujace leucyne,
natomiast kolorem niebieskim oznaczone zostaty kodony AUG1 i AUG2.

Wykres na rysunku 51 ilustruje wptyw oligonukleotydéw antysensowych na wydajnosc¢
translacji inicjowanej z AUGL i AUG2. Sposrod siedmiu oligonukleotydow antysensowych,
dwa powodowaly szczegélnie znaczace zmiany poziomu Syntetyzowanych biatek.
W obecnosci oligomeru nr 1, ktéry hybrydyzuje do podstawy spinki G56-C169 dochodzito
do 40% inhibicji translacji z AUGI juz przy st¢zeniu oligomeru 0,5 uM, a zwigkszenie jego
stezenia do 2 pM praktycznie calkowicie zahamowato translacj¢ z obu kodonow AUG1
i AUG2. Natomiast oligonukleotyd nr 7, komplementarny do petli apikalnej oraz od strony 3’
spinki U180-A218, wywotywat efekt odmienny. W jego obecnosci efektywnos¢ translacji
inicjowanej z AUG2 wzrosta trzykrotnie w poréwnaniu z reakcja kontrolng K(-), przy czym
dalsze zwigkszanie jego stezenia nie nasilalo tego efektu. Natomiast poziom biatka
syntetyzowanego z AUGI nieznacznie zmalal. Silna indukcja translacji jedynie z AUG2
pod wptywem oligomeru nr 7, doprowadzita do zmiany stosunku biatek syntetyzowanych
z AUGL i AUG2, z 5:1 do 1:1. Spadek wydajnosci translacji zaobserwowano roéwniez
w przypadku oligomeréw nr 3 1 nr 4, dla ktéorych miejsca docelowe znajdujg si¢ w spince
G56-C169, w obrebie ktorej umiejscowiony jest kodon AUGI. Aczkolwiek inhibujacy wptyw

oligomerow nr 3 i nr 4 dotyczyt w wigkszym stopniu translacji inicjowanej z AUGI.
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Rys. 51 Wplyw oligonukleotyddw antysensowych komplementarnych do regionu P1-ANp53
na wydajnos¢ translacji inicjowanej z AUGI1 dla biatka p53 oraz AUG2 dla izoformy ANp53.
Wartosci na wykresie wyrazono w procentach w stosunku do reakcji kontrolnej prowadzonej bez

oligonukleotydéw antysensowych K(-). Wszystkie wartosci sg Srednimi otrzymanymi Z CO najmniej
trzech powtorzen.

Poniewaz oligomer nr 7 wykazal zaskakujacy wplyw na translacje, postanowilam
dowiedzie¢ si¢ przy jakim najnizszym jego stezeniu mozna osiggnag¢ wzrost poziomu
translacji z kodonu AUG2. W tym celu przeprowadzitam szereg reakcji w obecnoS$ci
wzrastajacego stezenia oligomeru nr 7 (Rys. 52). Okazato si¢, ze wzrost poziomu biatka
syntetyzowanego z kodonu AUG2 nastgpowat juz przy 0,1 uM stgzeniu oligomeru nr 7,
a przy stezeniu 0,25 uM intensywno$¢ dolnego prazka na zelu byla poréwnywalna

z intensywnoscig przy 2 uM stezeniu oligomeru.

K(-) 0,1 0,25 0,5 2 [uM]

s e
T —— —

Rys. 52 Translacja in vitro w RRL mRNA P1-ANp53-Luc w obecnosci oligomeru nr 7,
zastosowanego w roznych stgzeniach.

Znaczace zmiany poziomu syntetyzowanego biatka spowodowane oligomerami nr 1
i nr 7, ktore hybrydyzuja do kluczowych elementéw strukturalnych regionu P1-ANp53,

sktonily mnie do zaprojektowania kolejnych oligonukleotydow antysensowych nr la, nr 7a
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1 nr 7b. Stanowily one w pewien sposob warianty oligomeréw nr 1 i nr 7, poniewaz
hybrydyzowaly do regionow sgsiadujacych w sekwencji (Rys. 48). Sekwencje nukleotydowe

oligomerow nr la, nr 7a i nr 7b oraz warto$ci AGoverall umieszczone sg w Tabeli 4.

Oligomer nr la komplementarny do nukleotydow A20-G44 powodowal spadek
wydajnosci translacji z AUG1 o ok. 50%, podczas gdy poziom biatka powstajacego z AUG2
nie ulegt wiekszej zmianie (Rys. 53). Jednakze, efekt inhibicji wywolany za pomocg
oligomeru nr la nie byl az tak znaczacy, jak w przypadku oligomeru nr 1. Z kolei oba
warianty nr 7a i1 nr 7b, stymulowaly inicjacje translacji na poziomie podobnym

do obserwowanego w obecnosci oligomeru nr 7.
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Rys. 53 Translacja in vitro mRNA P1-ANp53-Luc w obecnosci oligonukleotydow antysensowych
nr 1, nr 7a i nr 7b. Autoradiogram przedstawia rozdzial biatkowych produktow reakcji translacji
w 15% zelu poliakryloamidowym w warunkach denaturujacych. Wykres obrazuje wptyw
oligonukleotydow na wydajno$¢ translacji inicjowanej z AUGI1 i AUG2. Wszystkie wartosci sa
srednimi pochodzacymi z trzech powtdrzen, znormalizowanymi w stosunku do reakcji kontrolnej K(-)
bez oligonukleotydu antysensowego.
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3.4.3. Analiza aktywnosci endogennej RNazy H w RRL w obecnosci oligonukleotydéw
antysensowych komplementarnych do regionu terminalnego 5° mRNA p53

3.4.3.1. Indukcja RNAazy H pod wptywem niemodyfikowanych oligonukleotydow
antysensowych w RRL

Poniewaz  wszystkie  doswiadczenia z  wykorzystaniem  oligonukleotydow
przeprowadzatam w RRL, postanowitam sprawdzi¢ czy srodowisko lizatu ma wplyw na efekt
wywolywany przez oligonukleotydy antysensowe. Sktonily mnie do tego rowniez doniesienia
literaturowe na temat obecnos$ci RNazy H w bezkomodrkowych systemach do translacji, takich

jak lizat z retikulocytow krolika czy zarodkow pszenicy [191].

Czasteczke mRNA P1-ANp53-Luc znakowana na koncu 5’ izotopem fosforu 32P
inkubowatam w RRL w obecnosci oligonukleotydow antysensowych, ktore miaty najwiekszy
wplyw na translacje, czyli nr 1, nr 7, nr 7a i nr 7b. Wykonatam rowniez reakcje z oligomerem
nr 6, ktory nie zmienit poziomu syntezy obu biatek, a takze z metylowanym oligomerem nr 7b
(nr 7b 2'0OMe), ktéry nie aktywuje RNazy H. Ilo§¢ mRNA, lizatu oraz koncowe st¢zenia
oligomerow byty takie same jak w prowadzonych wczesniej reakcjach translacji.
Nastepnie mRNA izolowano z uzyciem odczynnika TriReagent i rozdzielano w 8% zelu
poliakryloamidowym w warunkach denaturujacych. W celu identyfikacji cig¢ indukowanych
przez RNaz¢ H przeprowadzitam reakcje ograniczonego trawienia mRNA P1-ANp53-Luc
przez RNaz¢ T1. Widoczne na rysunku 54 cigcia w liniach odpowiadajacym reakcjom
z niemodyfikowanymi oligonukleotydami antysensowymi nr 1 i wszystkimi wariantami
oligomeru nr 7, swiadczg o udziale obecnej w lizacie RNazy H w efekcie wywolanym przez
powyzsze oligomery. Cigcia RNaza H zostaty naniesione na model struktury drugorzg¢dowe;j
regionu P1-ANp53 (Rys. 54). We wszystkich przypadkach RNaza H hydrolizuje mRNA
w obrebie przytaczonego oligomeru. W przypadku oligomeru nr 7b 2'OMe brak cigé
w pozycjach C225 1 G226, ktére sg charakterystyczne dla niemodyfikowanego oligomeru
nr 7b, jest dodatkowym potwierdzeniem udziatu RNazy H w obserwowanym wpltywie tego

oligomeru na translacjg.
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Rys. 54 Cigcia RNazg H w RNA P1-ANp53-Luc w obecnosci niemodyfikowanych oligonukleotydow
antysensowych w RRL. Widoczne na autoradiogramie cigcia RNaza H w mRNA P1-ANp53-Luc
indukowane przez oligomery nr 1, nr 7, nr 7a i nr 7b, zostaly oznaczone czerwonymi kropkami
oraz naniesione na model struktury drugorzedowej RNA w postaci strzatek. MRNA P1-ANp53-Luc
byt takze poddany ograniczonemu trawieniu RNazg T1 w celu identyfikacji cig¢ indukowanych przez
RNaze H. Linie Krre i Kizo na autoradiogramie oznaczajg reakcje kontrolne bez oligonukleotydow,
odpowiednio w RRL i wodzie. Po lewej stronie autoradiogramu zaznaczono wybrane reszty

guanozyny.
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Brak prazkoéw w reakcji z oligomerem nr 6 sugeruje, ze oligomer ten nie wigze si¢ do mRNA
w $srodowisku lizatu i nie aktywuje RNazy H pomimo dostepnosci do hybrydyzacji w regionie
pomiedzy spinkami G56-C169 i U180-A218. Ciekawy wynik otrzymatam w reakcji
z oligomerem nr 1. Oprocz cig¢ w obrebie miejsca hybrydyzacji, oligomer ten indukowat
cigcia po drugiej stronie spinki G56-C169, za resztami A153 i G161, do ktorych wiaza sig
oligomery nr 4 i nr 5. By¢ moze oligomer nr 1 przylacza si¢ rowniez po drugiej stronie spinki
na zasadzie czesciowej komplementarnosci i aktywuje RNazg H. Mozliwe jest takze,
ze przylaczenie oligomeru nr 1 do reszt C50-A68 powoduje rozluznienie spinki,
w konsekwencji czego region po jej drugiej stronie staje si¢ dostepny dla dziatania innych

rybonukleaz obecnych w RRL.

3.4.3.2. Wptyw oligonuleotydéw antysensowych typu 2’-O-metylo i gapmer na aktywnos¢
RNazy H

W kolejnych doswiadczeniach postanowitam wykorzysta¢ potencjat oligomerow nr 1
i nr 7b do indukowania ci¢¢ przez RNaze H i zaprojektowatam ich warianty w formie
gapmerow, ktore moglyby wptywaé na translacie mRNA p53 w liniach komoérkowych.
Gapmery nr 1 i nr 7b posiadaly na obu koncach trzy nukleotydy typu LNA, w celu
zwigkszenia ich stabilnosci 1 specyficzno$ci wigzania oraz kilkunastonukleotydowa
sekwencje wewnetrzna. Wczesniejsze prace pokazaty, ze oligoukleotydy antysensowe typu
gapmer posiadajagce co najmniej sze$cionukleotydowy odcinek wewnetrzny, sa zdolne

do aktywowania RNazy H w komorkach [192].

W celu modulacji translacji inicjowanej z AUGI1 dla biatka p53 1 AUG2 dla izoformy
ANp53 zastosowatam réwniez odmienne podejscie, polegajace na wykorzystaniu oligomerow
nr 1 i nr 7b w formie metylowanej, tak aby nie aktywowaly RNazy H, a stanowily zawadg

steryczng i/lub indukowatly zmiany struktury regionu P1-ANpS3.

W tabeli 5 przedstawitam sekwencje nukleotydowe oraz modyfikacje zastosowanych

w doswiadczeniu oligonukleotydow antysensowych, a takze ich miejsca docelowe w mRNA.
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Tabela 5. Modyfikowane warianty oligonukleotydow antysensowych nr 1 i nr 7h.
Kursywa zaznaczone sg sekwencje oligomerow 2'O-metylowanych; pogrubione litery - nukleotydy
typu LNA; s - wigzanie fosfotiolowe; Kfluc - oligomer kontrolny hybrydyzujacy do sekwencji
kodujacej lucyferaze Firefly.

Oligonukleotyd | Dtugosé Sekwencja (5'-3’) Miejsce docelowe w

antysensowy MRNA P1-ANp53-Luc
(5’-3")

nr12'OMe 19 nt TCCCAGCCCGAACGCAAAG 28-44

nr 7b 2'OMe 21 nt AACGTTGTTTTCAGGAAGTAG 208-228

Kfluc 2'OMe 21 nt ACCAGGGCGTATCTCTCCATA -

nr 1 GAP 19 nt TCCCsAsGsCsCsCsGsAsAsCsGsCsAsAAG 28-44

nr 7b GAP 21nt AACG TsTsGsTsTsTsTsCsAsGsGsAsAsGsTAG 208-228

Kfluc GAP 21nt ACCA:;GsGsGsCsGsTsAsTsCsTsCsTsCsCsATA -

Aby sprawdzi¢ czy oligomery typu gapmer indukuja aktywno$¢ RNazy H podobnie
jak ich niemodyfikowane odpowiedniki, mMRNA P1-ANp53-Luc inkubowatam w RRL
w obecno$ci wszystkich wariantow oligomeréw nr 1 i nr 7b (Rys. 55). Wykonatam takze
reakcje z oligomerem kontrolnym Kfluc. Inkubacja 2'O-metylowanych oligomerow
z radioaktywnie znakowanym mRNA P1-ANp53-Luc w RRL, miata potwierdzi¢ ich brak

zdolnosci do indukowania cig¢ RNaza H.

Analiza elektroforetyczna fragmentow RNA na rysunku 55 pokazuje, ze w obecnosci
gapmeru nr 7b RNaza H generuje cigcia w regionie A217-G226, czyli w tych samych
pozycjach co niemodyfikowany oligomer nr 7b. Co ciekawe, niemodyfikowany oligomer
nr 7b indukuje silniejsze cigcia od gapmeru nr 7b, co objawia si¢ rowniez brakiem prazka
na zelu odpowiadajacemu peinej dhugosci mRNA. Tak jak oczekiwano, nie zaobserwowano
cig¢ w obregbie reszt A217-G226 dla oligomeru nr 7b 2'OMe, ktory nie ma zdolnos$ci
aktywowania RNazy H, a takze oligomeru kontrolnego Kfluc 2’OMe, komplementarnego

do sekwencji kodujacej lucyferaze Firefly, nicobecng w badanym konstrukcie mRNA.

Zaskakujacy wynik otrzymatam w przypadku serii oligomerow nr 1 (Rys. 55).
Ciecia w pozycjach G56 1 U57 generowane w obecnosci niemodyfikowanego oligomeru
nie pojawity si¢ w reakcji z gapmerem, ktory powinien dziata¢ wedlug tego samego
mechanizmu co wariant niemodyfikowany. Mozliwe wigc, ze gapmer nie stymuluje RNazy H
do cigcia w obrebie heterodupleksu. Co wigcej, przy 2 uM stezeniu oligomeru
niemodyfikowanego obecne sa dodatkowe cigcia w pozycjach G60 1 G66. Ponadto, pomiedzy

Al151 i G161 pojawiaja si¢ cigcia we wszystkich reakcjach, nawet z oligomerem
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metylowanym. W przypadku oligomeru niemodyfikowanego cigcia te pojawiaja si¢ dopiero
przy jego 2 uM stezeniu, natomiast w przypadku oligomeréw modyfikowanych obecne sg juz
przy stezeniu 0,5 pM. Ponadto cigcia w regionie A151-G161 sg silniejsze w liniach
odpowiadajacych reakcjom z gapmerem i oligomerem typu 2'OMe. Prawdopodobnie, za efekt

ten odpowiadaja modyfikacje tych oligomeréw, ktore zwickszaja ich powinowactwo do

MRNA.

Ciekawa obserwacja dotyczy reakcji z modyfikowanymi oligomerami nr 1,
w obecnosci ktorych zanika cigcie w pozycji U52 (czyli u podstawy spinki G56-C169,
po jej stronie 5'). Poniewaz cigcie to obecne jest we wszystkich pozostatych reakcjach,
nawet z oligomerem kontrolnym Kfluc 2'OMe, a takze w reakcji kontrolnej bez oligomeru,
prawdopodobnie jest to degradacia mMRNA wynikajaca z wlasciwosci lizatu.
Oligomery modyfikowane nr 1, ktore silniej wiaza si¢ do regionu C50-G68 chronig to miejsce

w czasteczce mRNA, co uwidacznia si¢ poprzez zanik prazka na zelu w pozycji US2.
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Rys. 55 Cigcia RNazy H obecnej w RRL, indukowane pod wptywem niemodyfikowanych
oligomeréow nr 1 i nr 7b oraz ich wariantow w formie 2'O-metylo i gapmer. mRNA P1-ANp53-Luc
znakowany na koncu 5’ izotopem *2P byl inkubowany z wybranymi oligomerami w RRL przez 10 i 30
minut. Po izolacji, produkty reakcji rozdzielano w 8% zelu poliakryloamidowym w warunkach
denaturujacych. Koo i Krre - reakcje kontrolne bez oligomeréw, odpowiednio w wodzie i RRL;
Kfluc 2'OMe - reakcja kontrolna z metylowanym oligomerem komplementarnym do sekwencji
kodujacej lucyferazg Firefly. GAP - oligomery typu gapmer; NM - oligomery niemodyfikowane.
Po lewej stronie autoradiogramu zaznaczone sg pozycje reszt guanozyny.
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W celu wyjasnienia braku cigcia za pomoca RNazy H w pozycjach G56 1 U57
inkubowatam mRNA P1-ANp53-Luc z komercyjnie dostgpng RNazg H z E.coli w obecnosci

oligomeru nr 1 w formie niemodyfikowanej i gapmeru (Rys. 56).

nr 1
K(-) NM GAP
-+l - + I - + ||RNazaH
T1 1 30 lilho 30ll10 301110 30ll10 30l|[min]
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Rys. 56 Cigcia w mRNA P1-ANp53-Luc indukowane przez RNaz¢ H z E.coli w obecno$ci oligomeru
nr 1 w formie niemodyfikowanej i gapmeru. mRNA znakowany na koncu 5’ izotopem 32P byt
inkubowany wraz z oligomerami przez 10 i 30 minut, zaréwno z (+) jak i bez (-) RNazy H.
K(-) - reakcje kontrolne bez oligomerow, odpowiednio bez (-) i w obecnoséci (+) RNazy H.

Zarowno niemodyfikowany oligomer nr 1 jak i gapmer nr 1 indukowaty RNaze¢ H
do przecinania czasteczki mRNA w obrebie utworzonych heterodupleksow (Rys. 56).
W tych warunkach nie doszto do cigcia RNA w pozycjach A151-G161 ani U52, tak jak miato
to miejsce w RRL. Swiadczy to raczej o degradacji mRNA w tych regionach w warunkach
lizatu. Réznice dotyczg rowniez ilosci oraz pozycji generowanych cig¢. W przypadku
niemodyfikowanego oligomeru, na autoradiogramie obecne sg trzy prazki, natomiast w linii

z gamperem widoczne sg dwa prazki przesunigte o dwie reszty nukleotydowe w kierunku 3’
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MRNA P1-ANp53-Luc. Roéznice te moga by¢ spowodowane odmienng specyficzno$cia

RNazy H w stosunku do modyfikowanego i niemodyfikowanego oligomeru nr 1.

3.4.4. Translacja modelowego mRNA P1-ANp53-Luc w RRL w obecnosci modyfikowanych
oligomeréw nr 1inr 7b.

Zbadatam réwniez wptyw modyfikowanych oligomeréw antysensowych nr 1 i nr 7b
typu 2'O-metylo i gapmer na translacje¢ modelowego mMRNA P1-ANp53-Luc inicjowang
z kodonow AUGI1 1 AUG2. Tak jak poprzednio, wszystkie reakcje translacji prowadzone byty
w RRL z wykorzystaniem mRNA kapowanym na koncu 5'. Modyfikowane oligomery
antysensowe dodawane byly do reakcji translacji oddzielnie, a ich koncowe stgzenia wynosity
0,51 2 uM. Roéwne objetosci mieszaniny reakcyjnej nanositam na 15% zel poliakryloamidowy
z dodatkiem SDS. Dzieki zastosowaniu znakowanej radioaktywnie [*°S]-metioniny, detekcja

odbywata si¢ na drodze autoradiografii.

Rysunek 57 przedstawia rozdziat elektroforetyczny produktow reakcji translacji,
prowadzonych w obecno$ci metylowanych wariantoéw oligomeréw nr 1 i nr 7b. Podobnie jak
w przypadku niemodyfikowanego oligomeru nr 1 komplementarnego do regionu C50-G68,
oligomer typu 2'OMe obnizatl poziom syntetyzowanego biatka, aczkolwiek w mniejszym
stopniu niz jego niemodyfikowany odpowiednik. Poniewaz oligomer typu 2'OMe
nie wykazuje zdolno$ci do aktywowania RNazy H (Rys. 55) mozna przypuszczac, ze stanowi
on przeszkode dla skanujacego kompleksu rybosomalnego. Intensywno$¢ goérnego prazka
na zelu w reakcji z oligomerem nr 1 typu 2'OMe o koncowym st¢zeniu 2uM, wskazuje
na niecatkowita inhibicj¢ translacji. Mozna przypuszczaé, ze skanujacy kompleks
rybosomalny w pewnym stopniu omija badz rozplata heterodupleks utworzony przez
oligomer nr 1 2’'OMe u podstawy spinki G56-C169, dzigki czemu kompleks rybosomalny

dociera do kodonu inicjacyjnego AUGL.
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Rys. 57 Translacja mMRNA P1-ANp53-Luc w RRL w obecnosci 2'O-metylowanych oligonukleotydéw
antysensowych nr 1 i nr 7b oraz oligomeru kontrolnego Kfluc. Linia K(-) oznacza reakcj¢ kontrolna
bez oligonukleotydow antysensowych.

Natomiast oligomer nr 7b typu 2'OMe wywiera odwrotny wplyw na translacje
niz oligomer niemodyfikowany (Rys. 57). W obecnos$ci oligomeru nr 7b 2'OMe dochodzi
do wzrostu poziomu biatka syntetyzowanego z AUG2, podczas gdy ilo$¢ biatka z AUGI1
nie ulega zmianie. Wczesniejsze do§wiadczenia (Rys. 53) wykazaty, ze metylowany oligomer
nr 7b nie aktywuje RNazy H, w zwigzku z czym pelni on najprawdopodobniej funkcje

zawady sterycznej dla kompleksu rybosomalnego.

K(-) nr7b 2'0OMe nr7b
o5 2| [05 2 | [uM]
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Rys. 58 Wptyw oligomeru nr 7b niemodyfikowanego oraz typu 2'OMe na translacje modelowego
mMRNA P1-ANp53-Luc w RRL.

Wszystkie oligomery typu gapmer silnie obnizaly poziom translacji (Rys. 59).
Wynik ten jest szczegélnie zaskakujacy, poniewaz translacj¢ inhibowaty nawet oligomery
kontrolne, ktore hybrydyzuja do sekwencji nukleotydowych nieobecnych w lizacie,
czyli sekwencji kodujacej lucyferaze Firefly i elementu IRES wirusa Coxackie. Jezeli chodzi
0 gapmer nr 1, to pomimo iz prawdopodobnie nie aktywuje on RNazy H, ostabia
efektywno$¢ translacji podobnie do wariantu niemodyfikowanego. Co ciekawe, nizszy
poziom biatek obserwuje si¢ réwniez w obecnosci gapmeru nr 7b. Biorgc pod uwage
mechanizm dziatania gapmeréw, gapmer nr 7b powinien wywotywaé efekt podobny

do niemodyfikowanego oligomeru nr 7b, czyli wzrost poziomu biatka syntetyzowanego
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z kodonu AUG2. Wynik ten jest tym bardziej interesujacy, poniewaz gapmer nr 7b pomimo

innego mechanizmu dziatania, ostabia translacj¢ podobnie jak oligomer nr 7b 2'OMe.

K(-) Kfluc Kcvb nr1 nr7b
los 21lo5 21105 21l0o5 21 [m

‘*'»‘.-‘ o, o i -4 L (2 o .
AUG2 | SR T % : e

Rys. 59 Translacja mRNA P1-ANp53-Luc w RRL w obecnosci oligomerow nr 1 i nr 7b typu gapmer.
Linie Kfluc i Kcvb - reakcje z gapmerami kontrolnymi.

Pomimo inhibujacego wptywu gapmeréow nr 1 i nr 7b na wydajnos¢ translacji,
nie mozna jednoznacznie stwierdzi¢, ze jest to efekt trawienia MRNA przez RNaze H,

ze wzgledu na niespecyficzne dziatanie oligomeréw kontrolnych.

3.4.5. Wptyw oligonukleotydéw antysensownych nr 1 i nr 7b typu 2’0O-metylo i gapmer
na poziom biatka p53 w komoérkach MCF-7

Kolejny etap badan polegat na probie zmiany efektywnosci syntezy biatka p53
w komorce za pomoca oligonukleotydow antysensowych. W tym celu wykorzystatam
modyfikowane warianty oligomeréw nr 1 i nr 7b, poniewaz w przeciwienstwie do swoich
niemodyfikowanych odpowiednikow, sa one wzglednie stabilne w srodowisku komérkowym.
Ponadto, dzigki r6znym mechanizmom dziatania oligomerdéw typu gapmer i 2’OMe, regulacja
poziomu biatka p53 moze zachodzi¢ z udzialem RNazy H lub poprzez zmiany strukturalne

indukowane w regionie terminalnym 5’ mRNA p53.

Zaréwno oligomery metylowane jak 1 gapmery wprowadzane byly do ludzkich
komorek raka piersi MCF-7, w ktorych zachodzi ekspresja biatka p53. Oligonukleotydy
antysensowe byly dostarczane do komodrek za pomoca odczynnika Lipofectamine RNAi1 Max
(Invitrogen). Podczas transfekcji konfluencja komoérek wynosita okoto 80%, dzigki czemu
oligonukleotydy mogly by¢ efektywnie dostarczane do komorek. W ramach jednego
doswiadczenia, wszystkie transfekcje wykonywane byly Kilkukrotnie z uzyciem komorek
pochodzacych z réznych pasazéw (jednak nie wezesniej niz przed 4 pasazem i nie pdzniej niz

po 15 pasazu). Po 6, 8 i 10 godzinach od transfekcji, komérki poddawatam lizie w celu
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okreslenia poziomu biatka p53 metoda Western blot. Do analizy Western blot zastosowatam
monoklonalne, pierwszorzedowe przeciwcialo PAb 1801, ktére wiaze si¢ do aminokwasow
39-79 w biatku p53. Wizualizacja odbywala si¢ z wykorzystaniem reakcji
chemiluminescencji, dzieki uzyciu drugorzedowego przeciwciala skoniugowanego
z peroksydaza chrzanowa. Aby sprawdzi¢, czy oligonukleotydy antysensowne nie wptywaja
na poziom innych bialek, w kazdym doswiadczeniu monitorowalam poziom dehydrogenazy

aldehydu 3-fosfoglicerynowego GAPDH, bedacej biatkiem metabolizmu podstawowego.

Rysunek 60 przedstawia poziom biatka p53 w komodrkach MCF-7 po transfekcji
oligomerami nr 1 i nr 7b typu 2’OMe. Spadek poziomu biatka p53 jest widoczny w przypadku
obu oligomeréw. Juz po 6 godzinach po transfekcji ilo§¢ biatka p53 spadia do okoto 30%
w poroéwnaniu z reakcja kontrolng, w ktorej wykorzystany byt oligomer kontrolny.
Oligomer nr 1 typu 2'OMe ostabiat translacj¢ zaréwno w RRL jak 1 w komodrkach MCF-7.
Najwiekszy stopien inhibicji w obecnos$ci oligomeru nr 1 typu 2'OMe miat miejsce po 8
godzinach od transfekcji. Natomiast oligomer nr 7b typu 2'OMe, pomimo braku wptywu
na translacj¢ inicjowang z kodonu AUG1 w RRL, obnizal ilo$¢ powstajacego biatka p53

do 40% w poréwnaniu z reakcja kontrolna.
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Rys. 60 Przyktadowy autoradiogram reprezentujacy poziom biatka p53 w komorkach MCF-7
pod wplywem metylowanych oligomerow antysensowych nr 1 i nr 7b po 6, 8 i 10 godzinach
po transfekcji, wykrytego za pomocg przeciwciata PAb1801. GAPDH - poziom dehydrogenazy
aledehydu 3-fosfoglicerynowego. Kfluc - transfekcja oligomerem kontrolnym komplementarnym
do sekwencji lucyferazy Firefly. Na wykresie wszystkie wartosci dla oligomerow nr 1 i nr 7b
sg wartosciami $rednimi pochodzacymi z kilku powtdrzen transfekcji przeprowadzonej w réznych
pasazach. Ilo§¢ biatka p53 syntetyzowanego w obecnosci oligomeréw okre§lano w stosunku

do poziomu biatka p53 w transfekcji z oligomerem kontrolnymi i normalizowano w stosunku do
poziomu GAPDH.

Roéwnoczesnie analizowalam poziom mRNA p53 w  komoérkach MCF-7
dla wszystkich punktow czasowych po transfekcji komorek metylowanymi oligomerami nr 1
i nr 7b (Rys. 61). Po transfekcji, izolowatam catkowity RNA z komérek MCF-7, z ktorego
w reakcji odwrotnej transkrypcji ze starterem oligo(dT) otrzymywatam catkowity cDNA.
Nastgpnie, w reakcji PCR ze starterami specyficznymi dla sekwencji p53 otrzymywatam
fragment DNA o dilugosci okoto 500 nukleotydéw. Dodatkowo przeprowadzatam reakcje
PCR ze starterami komplementarnymi do mRNA f-aktyny, w celu sprawdzenia

czy oligomery nie wptywaja na poziom innych mRNA.

Analiza RT-PCR ujawnita, ze w komorkach transfekowanych oligomerami nrl1 2'OMe

i nr 7b 2'OMe poziom mRNA p53 jest taki sam jak w reakcji z oligomerem kontrolnym Kfluc

146



Wyniki i dyskusja

(Rys. 61). W zwiazku z powyzszym, zmniejszonej iloSci biatka p53 nie towarzyszy
degradacja mRNA p53. Wynik ten potwierdza, ze efekt metylowanych oligomeréw nr 1
i nr 7b na translacje p53 nie jest zalezny od aktywno$ci RNazy H.

2'-OMe
| Kfluc nr 1 nr7b
l6 8 10ll6e 8 1016 8 10| [h]

p53

Rys. 61 Poziom mRNA p53 i B-aktyny po transfekcji komérek MCF-7 metylowanymi oligomerami
nr 1inr 7b, analizowany za pomoca metody RT-PCR.

Silna redukcja ilosci biatka p53 miala réwniez miejsce w komorkach MCF-7
transfekowanych oligomerami typu gapmer (Rys. 62). Analiza Western blot wykazata 50%
spadek ilosci biatka p53 w obecnosci gapmeru nr 1 oraz 80% w przypadku gapmeru nr 7b juz
po 6 godzinach po transfekcji. Gapmer kontrolny, ktéry wczesniej inhibowal translacje
w RRL nie wpltywal na poziom biatka p53 w komodrkach MCF-7, dzigki czemu mogt
on stanowi¢ kontrole dla reakcji z oligomerami nr 1 i nr 7b. Analiza RT-PCR wykazata,
ze zarowno gapmer nr 1 jak i nr 7b redukujg poziom mRNA p53, natomiast nie wplywaja
na poziom mMRNA B-aktyny (Rys. 63). Co wigcej, gapmer kontrolny nie tylko nie mial
wplywu na ilo$¢ bialka p53 ale réwniez na poziom mRNA p53. Otrzymane wyniki sa zgodne
ze wcezesniejszymi przypuszczeniami, ze za spadek ilosci biatka p53 odpowiada RNaza H,

ktéra w obecnosci gamperow nr 1 1 nr 7b trawi mRNA p53.
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Rys. 62 Wptyw gapmer6éw nr 1 i nr 7b na poziom biatka i mRNA p53 w komérkach MCF-7.
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Rys. 63 Poziom mRNA p53 oraz mRNA B-aktyny w komorkach MCF-7 po transfekcji oligomerami
nr1inr7b typu gapmer.

148



Wyniki i dyskusja

3.5. Dyskusja uzyskanych wynikow

Celem przeprowadzonych do$wiadczen byta proba modulacji translacji biatka p53
oraz izoformy ANp53 z wykorzystaniem strategii oligonukleotydow antysensowych.
Szczegolnie pozadane byloby obnizenie poziomu biatka p53 lub wzrost ilosci izoformy
ANp53, ktora jest negatywnym regulatorem aktywnosci biatka p53 o pelnej dtugosci.
Sktonity mnie do tego doniesienia literaturowe na temat opornos$ci komoérek rakowych na
naswietlanie, ktéra ma najprawdopodobniej zwigzek z zatrzymaniem cyklu komoérkowego
w fazie G2, spowodowanym aktywacja biatka p53 [193; 194; 195]. Aby zwigkszy¢
wrazliwo$¢ komoérek nowotworowych na naswietlanie, inaktywowano biatko p53 w linii
niedrobnokomoérkowego raka ptuc (ang. non small cell lung cancer, NSCLC) za pomoca

oligonukleotydéw antysensowych, co prowadzito do rozpoczecia mitozy [196; 197].

Poniewaz zastosowane przez Sak i wspolpracownikow oligonukleotydy antysensowe
skierowane byly na sekwencje kodujaca biatko p53, postanowitam sprawdzi¢ czy mozliwa
jest regulacja translacji zaréwno biatka p53 jak 1 jego izoformy ANp53 za pomocy
oligonukleotydow antysensowych komplementarnych do regionu terminalnego 5" mRNA p53.
Badania te mialy roéwniez na celu uzyskanie informacji na temat roli elementow

strukturalnych regionu terminalnego 5’ mRNA p53 w translacji obu bialek.

3.5.1. Region terminalny 5 mRNA p53 jest dostepny do hybrydyzacji komplementarnych
oligonukleotydow pomimo obecnosci stabilnych termodynamicznie motywéw
strukturalnych

Strategia oligonukleotydow antysensowych jest stosowana od wielu lat w celu
obnizenia ekspresji gendéw [198; 199; 200]. Pomimo prostej idei zastosowania
oligonukleotydoéw antysensowych, dla jej powodzenia istotne znaczenie ma szereg czynnikow
wptywajacych na oddzialywanie oligonukleotydéw z docelowym RNA. Nalezg do nich m.in.,
struktura atakowanej czasteczki oraz jej dostepnos¢ do wigzania oligomeru, a takze stabilno$¢

oligonukleotydéw antysensowych w komorce oraz mechanizm ich dziatania.

Mechanizm wigzania oligonukleotydow antysensowych do docelowego RNA polega
na tworzeniu par zasad wedlug modelu Watsona-Cricka. Wigzanie oligonukleotdow
antysensowych do regiondéw terminalnych 5 mRNA moze by¢ utrudnione ze wzgledu

na tworzone w ich obregbie stabilne termodynamicznie rejony dwuniciowe. Dotyczy to

149



Wyniki i dyskusja

w szczegolnosci dlugich regionéw terminalnych 5', zawierajacych duza ilo§¢ par G-C.
Izolowany region terminalny 5’ mRNA p53, ktoremu odpowiada czasteczka RNA P1-ANpS3,
przyjmuje okreslong strukture drugorzedowa dzigki oddziatywaniu regionu niekodujacego
5" UTR z fragmentem sekwencji kodujgcej biatko p53 (Rys. 32) [151]. W regionie tym az
62%  nukleotydow  zaangazowanych  jest ~w  oddzialtywania  drugorz¢dowe.
Najbardziej charakterystyczne dla tego regionu sa dwa motywy strukturalne typu spinki
G56-C169 i U180-A218, o wysokiej stabilno$ci termodynamicznej  [151].
Przeprowadzona przeze mnie wczesniej analiza strukturalna regionu terminalnego 5’ mRNA
p53 w modelowym konstrukcie mMRNA P1-ANp53-Luc wykazata obecno$¢ obu spinek,
pomimo znajdujagcej si¢ ponizej w kierunku 3’ sekwencji kodujacej bialko reporterowe
lucyferazy (Rys. 33). Co wigcej, wyniki mapowania struktury w lizacie z kréliczych
retikulocytow z wykorzystaniem siarczanu dimetylu pokazaty, ze struktura tego regionu jest
réwniez zachowana w warunkach, w ktorych prowadzona jest translacja in vitro (Rys. 34).
Pomimo wielu motywow strukturalnych typu spinki w regionie terminalnym 5" mRNA p53,
okoto 38% jego sekwencji stanowig fragmenty jednoniciowe. W zwigzku z tym mozna bylo
oczekiwac, ze przynajmniej czesciowo jest on dostepny do hybrydyzacji komplementarnych
oligonukleotydow. Przed zaprojektowaniem oligonukleotydéw antysensowych zbadatam
dostepnos¢ tego regionu do hybrydyzacji komplementarnych oligonukleotydow
w modelowym konstrukcie mMRNA P1-ANp53-Luc, za pomocg bibliotek kombinatorycznych
oligonukleotydow DNA i RNazy H (Rys. 47). Metode ta Ho i wspotpracownicy [201],
zastosowali do identyfikacji cig¢ RNaza H, indukowanych w obecnos$ci jedenastomerow
DNA w mRNA receptora angiotensyny typu I. Z kolei cztery kombinatoryczne biblioteki
szeSciomerow DNA z okreslonym statym nukleotydem w kazdej z bibliotek stosowano
w badaniu dostepnosci regionu X(+) wirusa HCV, rybozymu delta oraz drozdzowego
tRNAP [189; 202]. Wyniki mapowania dostepnosci regionu terminalnego 5’ mRNA p53
do wigzania oligomeréw DNA ujawnity, ze rowniez niektore regiony dwuniciowe mogg by¢
dostepne do hybrydyzacji. Swiadcza o tym szczegélnie silne ciecia u podstawy spinki
G56-C169, zardwno po jej stronie 5’ jak i 3’. Prawdopodobnie obecnos¢ niestandardowych
par G-U ufatwia hybrydyzacj¢ oligomerow DNA. Podobnych spostrzezen dokonano
w przypadku helis P1, P2 i P4 rybozymu delta [189]. Co wigcej, cigcia RNazg H w regionach
dwuniciowych moga by¢ wynikiem tworzenia szczeg6lnie trwatych hybrydow DNA-RNA,
zawierajacych duzg ilo$¢ par G-C. Oligomery hybrydyzowaty réwniez w obrgbie spinki

G56-C169, w miejscach gdzie struktura spinki jest czesciowo zaburzona przez jedno-
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lub kilkunukleotydowe wybrzuszenia, o czym $§wiadcza cigcia w pozycjach G82 i C145.
Dostepna do hybrydyzacji okazata si¢ rowniez spinka U180-A218, do ktorej wigzato si¢
najwiecej oligomerow. Prawdopodobnie, cze¢ste wystepowanie par A-U w jej obrebie obniza
jej stabilnos¢ i utatwia przytgczanie szeSciomerow DNA. Sugerowano wczesniej, ze wigzanie
oligomerow do regiondw dwuniciowych jest szczegélnie wydajne, gdy tworza one

z tancuchem RNA regularng helis¢ [189].

Zgodnie z oczekiwaniami, oligomery hybrydyzowaly do wigkszosci regiondw
jednoniciowych (Rys. 47). Najwiecej cie¢ RNaza H zaobserwowano w jednoniciowym
regionie pomiedzy spinkami G56-C169 oraz U180-A218. Mozna przypuszczaé, ze jest to
zwigzane z wystepujaca w nim duzg iloscig reszt C, ktore oddziatujac z resztami G zwigkszaja
trwato$¢ hybrydow utworzonych z oligomerami DNA. Jednakze region ten okazal si¢ mniej
dostepny do  hybrydyzacji w  miejscu  zgigcia, blizej spinki  UI180-A218.
Wiyniki analizy regionu X(+) RNA wirusa HCV pokazuja, ze zgigcia tancucha RNA nie
sprzyjaja powstawaniu hybrydow RNA-DNA [202]. Dostepno$¢ do hybrydyzacji tylko jedne;j
strony jednoniciowego regionu facznikowego, moze wynika¢ nie tylko ze struktury
drugorzedowej RNA, ale réwniez sekwencji tego regionu oraz jego oddzialywania z innymi
elementami strukturalnymi. Szczegodlnie dostgpny dla szeSciomeréow DNA byt najdiuzszy
w regionie terminalnym 5" mRNA p53 jednoniciowy region A218-A229. Zaobserwowalam
réwniez szczegdlng podatnos¢ do hybrydyzacji petli apikalnej spinki U180-A218 oraz petli
wewnetrznych w spince G56-C169. Cigcia RNazg H pojawity si¢ takze w obu spinkach
w obrebie dwustronnych wybrzuszen. Chociaz cigcia wystepuja po obu stronach
dwustronnych wybrzuszen, to w przypadku spinki G56-C169 w reakcji kontrolnej obecny jest
rébwniez silny prazek w pozycji A136, czyli po stronie 3’ dwustronnego wybrzuszenia.
Odwrotna sytuacja ma miejsce w przypadku dwustronnego wybrzuszenia po stronie 5’
w spince U180-A218, gdzie w reakcji kontrolnej nie wystgpuja  cigcia.
Mozliwym wytlumaczeniem tego wyniku moze by¢ mala stabilno$¢ tworzonego dupleksu,
spowodowana obecnoscig reszt A oraz par A-U, ktore zamykaja obustronne wybrzuszenie.
Podobng zalezno$¢ zaobserwowalam dla obustronnego wybrzuszenia blizej konca 5’
analizowanego regionu, zbudowanego z reszt U40-C42 i C237-U239. W spince G56-C169
dostepne do hybrydyzacji okazaty si¢ dwie petle wewngtrzne utworzone z reszt A92-C99
I A149-A155. Nieoczekiwanie, oligomery nie przytaczaly si¢ do petli apikalnej spinki
G56-C169, chociaz algorytm OligoWalk przewiduje dostgpnos¢ tego regionu do

hybrydyzacji. Co wigcej, wspomniana pgtla apikalna byla dobrze zmapowana za pomoca
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techniki SHAPE, siarczanu dimetylu oraz cie¢ indukowanych jonami Pb?*. Brak dostepnosci
do hybrydyzacji byl charakterystyczny rowniez dla petli apikalnej domeny IIIb w elemencie
IRES wirusa HCV (rozprawa doktorska dr Marioli Dutkiewicz, 2004). Aczkolwick petla
apikalna w domenie IIIb byla wigksza i skladata si¢ w wigkszosci z reszt A 1 U,
przez co utworzone hybrydy DNA-RNA mogly wykazywaé mniejsza stabilnos¢
termodynamiczng. By¢ moze zbyt mala petla apikalna w spince G56-C169 oraz przewazajaca
ilos¢ nukleotydow G 1 C (takze u jej podstawy) uniemozliwia powstawanie hybrydow.
W regionie terminalnym 5" mRNA p53 obecna jest takze spinka G23-C34, ktorej petla

apikalna zbudowana z czterech nukleotydow byta tylko czesciowo dostepna do hybrydyzacji.

3.5.2. Niemodyfikowane oligonukleotydy antysensowe komplementarne do regionu
terminalnego 5" mRNA p53 regulujg translacje inicjowang z AUG1 i AUG2 poprzez indukcje
RNazy H w systemie bezkomérkowym

Znajomos$¢ struktury drugorzgdowej RNA regionu terminalnego 5' mRNA p53,
wyniki mapowania dostgpnosci do hybrydyzacji szeSciomerow DNA oraz analiza in silico
z wykorzystaniem funkcji OligoWalk w programie RNAstructure umozliwity racjonalne
zaprojektowanie oligonukleotydéw antysensowych komplementarnych do tego regionu
(Rys. 48). Poczatkowo badatam wptyw 7 oligonukleotydéw antysensowych na poziom biatek
syntetyzowanych z kodonow AUGI i AUG2 w RRL (Rys. 49). Najwicksze zmiany
w poziomie syntetyzowanych biatek obserwowalam w obecnosci oligomeru nr 1,
komplementarnego do podstawy spinki G56-C169 oraz oligomeru nr 7 wigzacego si¢ do
spinki U180-A218 (Rys. 51). Powyzsza obserwacja potwierdza istotng rolg obu elementéw
strukturalnych w procesie translacji. Zgodne z tg teza sa wyniki translacji in vitro
z oligomerami nr 1a, nr 7a i nr 7b, ktore stanowily warianty oligomerow nr 1 i nr 7
I hybrydyzowaty do sekwencji sgsiadujacych (Rys. 48). Przesunigcie miejsca docelowego
blizej konca 5' czgsteczki w stosunku do spinki G56-C169 nie obnizato iloSci biatek
syntetyzowanych z obu kodonéw AUG, tak jak mialo to miejsce w przypadku oligomeru nr 1
(Rys. 53, linia z oligomerem nr 1a). Ponadto, inne oligonukleotydy antysensowe
komplementarne do spinki G56-C169 nie wptywaly znaczgco na ilos¢ powstajacych biatek.
Wyjatek stanowil oligomer nr 4, hybrydyzujacy ponizej kodonu AUGI, ktéry nieznacznie
obnizyt poziom biatka syntetyzowanego z kodonu AUGI. Sugeruje to, ze podstawa spinki
G56-C169 ma kluczowe znaczenie dla inicjacji translacji. Aczkolwiek nie obserwowalam

zmniejszenia ilosci biatka powstajacego z kodonu AUGI1 pod wpltywem oligonukleotydu
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antysensowego nr 6, hybrydyzujacego czg¢sciowo do podstawy spinki G56-C169 po jej stronie
3" (Rys. 48 i1 49). Zastosowane przez Sak i wspotpracownikow [197] oligonukleotydy
antysensowe komplementarne do spinki G56-C169 w obrebie kodonu AUGI1 zmniejszaty
ilos¢ syntetyzowanego biatka p53. Sytuacja ta miata miejsce w ludzkich komorkach
gruczolaka A549 i wielkokomdrkowego raka ptuc H460. Z kolei oligomery nr 7, nr 7a i nr 7b,
wigzace si¢ do spinki U180-A218 stymulowaly translacje inicjowang z kodonu AUG?2.
Efekt ten byl tym bardziej zaskakujacy, poniewaz regulacja translacji za pomoca
oligonukleotydow antysensowych wigze si¢ zazwyczaj z inhibicja tego procesu.
W $wietle odpornosci niektorych komoérek nowotworowych na naswietlanie, spowodowane;j
wzrostem poziomu biatka p53, wynik ten byl pozadany ze wzglgdu na mozliwo$¢ obnizania

poziomu biatka p53 poprzez wzrost ilosci ANpS3 w komorce.

Majac na uwadze doniesienia literaturowe odno$nie obecnosci RNazy H w lizatach
stosowanych do badania procesu translacji [191; 203], postanowitam sprawdzié
czy oligonukleotydy antysensowe nr 1 i nr 7 indukujg cigcia RNaza H w czasteczce mRNA
P1-ANp53-Luc, inkubowanej w RRL (Rys. 54). Otrzymane wyniki potwierdzity obecno$é
RNazy H w lizacie 1 jej mozliwy udzial w efekcie wywolywanym przez zastosowane
oligonukloetydy antysensowe. W przypadku oligomeru nr 7 oraz jego wariantow,
obserwowalam ciecia w obrgbie spinki UI80-A218. Brak cig¢ w obecnosci
2'-O-metylowanego oligomeru nr 7b wskazuje na mechanizm zalezny od RNazy H, poniewaz
nie wykazuje ona aktywnosci w stosunku do oligomeréw z modyfikacjami typu 2'-O-metylo
(Monia 1 in. 1993). Réwniez oligomer nr 1 aktywuje RNaz¢ H w RRL, czego dowodem
sg ciecia w obrebie tworzonego heterodupleksu u podstawy spinki G56-C1609.
Co wigcej, oligomer ten indukowat ciecia po drugiej stronie spinki G56-C169, w miejscu
do ktérego potencjalnie hybrydyzuja oligomery nr 4 i nr 5. Mozliwe, ze oligomer nr 1 posiada
wigcej niz jedno miejsce docelowej hybrydyzacji w regionie terminalnym 5" mRNA p53,
do ktérych moze wigzaé si¢ na zasadzie czesciowej komplementarnosci. Mozna rowniez
przypuszczaé, ze przytaczenie oligomeru nr 1 do reszt C50-A68 (czyli u podstawy spinki
G56-C169 po jej stronie 5') powoduje, ze region po drugiej stronie staje si¢ bardziej podatny
na autodegradacj¢ lub dziatanie innych rybonukleaz obecnych w lizacie.
Co ciekawe, w obecnosci oligomeru nr 6, ktorego potencjalne miejsce hybrydyzacji znajduje
si¢ w regionie jednoniciowym taczacym spinki G56-C169 i U180-A218, nie zaobserwowatam
zadnych cig¢. Moze to §wiadczy¢ o tym, ze oligomer nr 6 w tych warunkach nie wigze si¢

do regionu terminalnego 5" mRNA p53. Nalezy wzig¢ pod uwage fakt, ze dostgpnos¢ tego
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regionu do hybrydyzacji krotkich oligomerow DNA badana byla w warunkach in vitro,
podczas gdy obecno$¢ innych biatek w lizacie moze skutecznie zaktocaé wigzanie
oligonukleotydow antysensowych. Ponadto, miejsce wigzania oligomeru nr 6 znajduje si¢
w regionie bogatym w pirymidyny, do ktorego moze wigza¢ si¢ biatko PTB
(ang. polypyrimidine tract binding protein) obecne rowniez w RRL [204]. Otrzymane wyniki
pokazuja, ze aktywno$¢ RNazy H obecnej w RRL jest wystarczajaca do osiggniecia efektu
inhibicji translacji za pomoca oligonukleotydow antysensowych i1 wbrew niektérym

sugestiom, nie wymaga dodatku tego enzymu do reakcji [203].

Na podstawie powyzszych wynikow mozna zaproponowac, ze za efekt inhibicji
translacji w obecnosci oligomeru nr 1 odpowiada prawdopodobnie odcinanie przez RNaz¢ H
spinki G56-C169 wraz z kodonem AUGI1 od reszty czasteczki RNA P1-ANp53-Luc,
w zwigzku z czym nie jest mozliwa synteza biatka fuzyjnego reprezentowanego przez gorny
prazek na zelu (Rys. 49). Spinka G56-C169 stanowi rowniez wazny element struktury IRES,
w zwigzku z czym jej brak w czasteczce RNA P1-ANp53-Luc wptywa réwniez na obnizenie
poziomu biatka z kodonu AUG2, ktérego synteza zachodzi prawdopodobnie wedlug
mechanizmu zaleznego od IRES [11; 151]. Jednakze, cigcia RNazg H w obecnosci
oligomerow nr 7, ktore rowniez prowadza do odcigcia spinki G56-C169 oraz w roéznym
stopniu  spinki  U180-A218, stymuluja translacj¢ inicjowang z kodonu AUG2.
Mozliwe, ze usunig¢cie dwdoch motywow typu spinki ulatwia wigzanie i skanowanie mRNA
przez rybosom. Co wigcej, pod wptywem oligomeréw nr 7, nr 7a i nr 7b RNaza H nie trawita
catej puli RNA P1-ANp53-Luc, na co wskazuje prazek reprezentujacy gléwny produkt
w tescie RNazy H (Rys. 54). Dzigki temu z czg¢$ci czasteczek o petnej dlugosci generowane
bylo bialko fuzyjne na poziomie zblizonym do reakcji kontrolnej bez oligomeru.
Z drugiej strony, stosowany powszechnie do badania procesu translacji lizat z kroliczych
maszynerii translacyjnej, co sprawia, ze nawet matrycowe mRNA pozbawione kapu na koncu

5" lub posiadajace bardzo krotkie regiony niekodujace 5’ nadal ulegaja translacji.
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3.5.3. Oligonukleotydy antysensowe typu 2’-O-metylo i gapmer dziataj3 wedtug dwéch
roznych mechanizméw i wywierajg zréoznicowany wplyw na translacje inicjowana
z kodonoéw AUG1 i AUG2 w lizacie z krdliczych retykulocytéow

Wyréznia si¢ dwa gléwne mechanizmy inhibicji translacji za pomoca
oligonukleotydéw antysensowych [205; 206]. Pierwszy z nich polega na degradacji
docelowego mRNA przez RNaze H. Natomiast drugi zaktada, ze przytaczony do mRNA
oligonukleotyd antysensowy stanowi zawadg przestrzenng dla rybosomu. Oba mechanizmy
wykorzystalam w celu modulacji translacji inicjowanej z kodonow AUG1 i AUG2.
Zastosowatam oligomery nr 1 i nr 7b indukujace cigcia RNazg H i1 zaprojektowatam ich
warianty w formie gapmerow LNA. Stosowatam rowniez warianty obu oligomerow w formie
2'-O-metylowanej, tak aby nie aktywowaly RNazy H, a stanowily zawad¢ steryczna dla
rybosomu, badz indukowaty takie zmiany strukturalne w regionie terminalnym 5’ mRNA p53,

ktoére moglyby zaburza¢ tworzenie kompleksu inicjacyjnego.

Oligomer nr 7b typu gapmer indukowat cigcia RNazg H w tych samych pozycjach
co jego niemodyfikowany odpowiednik. Jest to spowodowane obecno$ciag wewnetrznej
sekwencji 0 dhugosci 15 nukleotydow. Wczesniejsze prace pokazaly, ze oligonukleotydy
antysensowe typu gapmer posiadajgce co najmniej 6-8 nukleotydowa sekwencje wewnetrzng,
s zdolne do aktywowania RNazy H [192; 207]. Aczkolwiek cigcia byty stabsze niz w reakcji
z oligomerem niemodyfikowanym (Rys. 55). Jest to dos¢ zaskakujace, poniewaz oligomery
typu gapmer posiadajace na swoich koncach oligonukleotydy typu LNA najefektywniej
indukowaty ciecia za pomoca RNazy H [207]. W zwiazku z tym, Ze oligomer nr 7b typu
gapmer indukuje cigcia w tych samych pozycjach co wariant niemodyfikowany, mozna byto
spodziewa¢ si¢ podobnego efektu na translacj¢ inicjowang z kodonow AUGI1 i AUG2.
Jednakze, oligomer nr 7b typu gapmer inhibowat translacj¢ zaréwno z kodonu AUGI jak
I AUG2 (Rys. 59). Inhibicja translacji z kodonu AUGI jest nastgpstwem cig¢ indukowanych
w regionie A217-G226, gdyz wowczas usuwana jest spinka G56-C169 zawierajaca kodon
inicjacyjny AUGI. Jednakze, mimo skrocenia regionu terminalnego 5’, kompleks
rybosomalny nie inicjowat translacji wydajniej z kodonu AUG2, tak jak mialo to miejsce
w przypadku niemodyfikowanego oligomeru nr 7b. Przypuszczalnie, ostabienie translacji
z kodonu AUG2 moze mie¢ zwigzek z utratg odpowiedniej struktury drugorzgdowej regionu
terminalnego 5" mRNA p53, w obrebie ktérego postuluje sie¢ wystepowanie elementu IRES
[11]. Przeprowadzone wczesniej badania wskazuja, ze translacja inicjowana z kodonu AUG?2

jest raczej niezalezna od kapu na koncu 5" mRNA 1 prawdopodobnie zachodzi wedlug
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mechanizmu wewnetrznej inicjacji [151; 185]. Innym wytlumaczeniem zahamowania syntezy
biatka z kodonu AUG2 pod wplywem oligomeru nr 7b typu gamper, moze by¢ jego
zwickszone powinowactwo do mRNA, dzigki wystepowaniu modyfikacji typu LNA.
Wykazano, ze obecnos¢ nukleotydow typu LNA zwigksza temperatur¢ topnienia
heterodupleksu DNA-RNA [208]. W przypadku oligomeréw posiadajacych na obu koncach
trzy nukleotydy typu LNA, temperatura topnienia wzrasta o 1,5 - 2,7°C na kazdy
modyfikowany nukleotyd [207]. Istnieje zatem mozliwo$¢, ze pomimo indukowania cigcia
przez RNaze H, gapmer nr 7b pozostaje zwigzany z mRNA 1 stanowi przeszkode dla
rybosomu. Efekt zawady przestrzennej obserwowano takze w przypadku gapmerow
komplementarnych do regionu TAR wirusa HIV, chociaz zawieraly one na przemian

nukleotydy niemodyfikowane i typu LNA (tzw. miksmery DNA/LNA) [209].

Z kolei oligomer nr 1 typu gapmer, ktory podobnie jak jego niemodyfikowany wariant
obnizal poziom bialek powstajacych z kodonow AUG1 i AUG2, nie indukowat cigé
w obrebie miejsca hybrydyzacji (reszty C50-G68) (Rys. 59 i 55). Jest to do$¢ niespodziewany
efekt, poniewaz oligomer ten spetnia wszystkie warunki aby skutecznie aktywowac¢ RNaze H.
W  przypadku obu oligomerdéw, cigcia pojawily sie w regionie A151-G161,
czyli po przeciwnej stronie spinki G56-C169. Byto to tym bardziej zaskakujace, poniewaz
komercyjnie dostepna RNaza H z E.coli, ktorej aktywnos¢ jest zblizona do RNazy H
wystepujacej w RRL, trawita mRNA P1-ANp53-Luc w obrgbie heterodupleksu (Rys. 56).
Aczkolwiek, w reakcji z gapmerem widoczne jest przesunigcie cie¢ w kierunku 3’ o trzy
nukleotydy oraz silniejsze cigcie drugorzedowe. Moze to wskazywa¢ na nieco odmienne
miejsce hybrydyzacji gapmeru lub mechanizm dzialania RNazy H, w pordéwnaniu
do niemodyfikowanego oligomeru. Ponadto, RNaza H z E.coli nie generowata cig¢ w regionie
A151-G161, tak jak miato to miejsce w lizacie. Sugeruje to, ze cigcia po stronie 3" spinki
G56-C169 nie sa wynikiem przylaczenia oligomerow nr 1 i cigcia przez RNazg H.
Dodatkowo obserwowano ciecia W tym regionie w obecnosci oligomeru nr 1 typu
2'-O-metylo, ktory nie posiada zdolnosci do aktywowania RNazy H (Rys. 55).
W zwigzku z powyzszym istnieje mozliwo$¢, ze wigzanie gapmeru nr 1 i nr 1 2’OMe
do nukleotydow C50-A68 chroni ten region przed autodegradacja, o czym $wiadczy brak
prazka w pozycji U52 w RRL w obecnos$ci obu oligomeréw. Z drugiej strony, hybrydyzacja
oligomerow nr 1 prowadzi do cze$ciowego rozplatania spinki G56-C169 u jej podstawy,
co w konsekwencji czyni region po jej stronie 3’ bardziej podatnym na autodegradacje

lub dostepnym dla dzialania innych rybonukleaz obecnych w RRL. Przemawia za tym
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réwniez fakt, ze cigcia w pozycjach A151-G161 pojawiaja si¢ tylko w RRL oraz sg obecne
w linii z oligomerem nr 1 2'OMe, ktory nie aktywuje RNazy H.

Pomimo inhibujacego wptywu gamperéw nr 1 i nr 7b na translacj¢ inicjowang
z kodonéw AUGI i AUG2 nie mozna jednoznacznie okres§li¢ mechanizmu ich dziatania na
podstawie doswiadczen przeprowadzonych w RRL. Co wigcej, rowniez gampery kontrolne,
ktore nie byty komplementarne do mRNA P1-ANp53-Luc, prowadzity do obnizenia poziomu
syntetyzowanych biatek (Rys. 59). By¢ moze $srodowisko lizatu, obecnos¢ mRNA P1-ANp53-
Luc jako jedynej matrycy w reakcji translacji in vitro oraz nukleotydow typu LNA na obu
koncach gapmeréw umozliwiaja ich wigzanie do mRNA na zasadzie czg$ciowej

komplementarnosci.

Weczedniejsze badania pokazaly, ze translacja z kodonu AUGI inicjowana jest
z udziatem kapu na koncu 5" mRNA P1-ANp53-Luc (Rys. 26). Ze wzgledu na wigzanie si¢
oligomeru nr 1 2'0OMe blisko konca 5" mRNA, moze on utrudnia¢ identyfikacje kodonu
AUGI1 przez kompleks rybosomalny, czego wynikiem moze by¢ obnizona ilo$¢ biatka
powstajacego od tego kodonu. Jednak bardziej prawdopodobne wydaje si¢, ze za efekt
inhibicji translacji odpowiadajg niespecyficzne cigcia w pozycjach A153 i G161 czyli po
drugiej stronie spinki G56-C169, obecne w liniach ze wszystkimi wariantami oligomeru nr 1
(Rys. 55). Jak juz wczes$niej wspomniatam, przypuszczalnie cigcia te moga by¢ wynikiem
przytaczenia oligomeru nr 1 2'OMe do przeciwnej strony spinki G56-C169,
co w konsekwencji prowadzi do autodegradacji RNA lub dziatania innych RNaz obecnych
w RRL i odcinania spinki wraz z kodonem AUGI. Z kolei niecatkowita inhibicja translacji,
moze by¢ spowodowana ochronnym dziataniem oligomeru nr 1 2’OMe w regionie C50-G68,
a przez to na spinkg G56-C169. Zmiany struktury drugorzedowej regionu terminalnego 5’
mRNA p53 spowodowane wigzaniem oligomeru nr 1 2’OMe do spinki G56-C169, mogg mie¢
wpltyw na wigzanie kompleksu rybosomalnego do elementu IRES znajdujacego si¢ w jego
obrebie. Poniewaz translacja z kodonu AUG2 inicjowana jest prawdopodobnie
z wykorzystaniem elementu IRES, wszelkie zmiany struktury moga odpowiada¢ za spadek

syntezy biatka z tego kodonu.

Metylowany oligomer nr 7b, w przeciwienstwie do wariantu niemodyfikowanego
1 typu gapmer hamowat translacje jedynie z kodonu AUG2 (Rys. 58). Na podstawie ci¢é
RNazag H w RRL mozna stwierdzi¢, ze wariant oligomeru typu 2'OMe pelni podczas

translacji role zawady przestrzennej (Rys. 55). Poniewaz translacja z kodonu AUG2
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inicjowana jest z wykorzystaniem elementu IRES, to przylaczenie oligomeru nr 7b 2'OMe
do regionu terminalnego 5' mRNA p53 moze utrudnia¢ oddziatywanie z rybosomem,
co ostatecznie prowadzi do zahamowania translacji z tego kodonu (Rys. 57 i 58).
Z kolei translacja z kodonu AUGI inicjowana jest prawdopodobnie wedlug mechanizmu
skaningowego. Poniewaz oligomer nr 7b hybrydyzuje do mRNA ponizej kodonu AUGI,
kompleks incicjacyjny moze bez przeszkdd zwigzaé si¢ z mRNA i rozpoczaé synteze biatka
z kodonu AUGI. Nastepnie, po napotkaniu na heterodupleks rozplata go dzigki swojej
aktywnosci helikazowej, dzieki czemu poziom biatka z kodonu AUGI nie zmienia si¢

w porownaniu z reakcja kontrolng.

3.5.4. Oligonukleotydy antysensowe typu gapmer i 2’-O-metylo, ktére hybrydyzuj3
do regionu terminalnego 5° mRNA p53 obnizajg poziom biatka p53 w komédrkach raka
piersi MCF-7

Obnizenie endogennego poziomu biatka pS3 w komorkach MCF-7 transfekowanych
metylowanymi oligonukleotydami antysensowymi nr 1 i nr 7b nie wigzalo si¢ z redukcja
poziomu mRNA p53, na co wskazuja wyniki analizy RT-PCR, przedstawione na rysunku 61.
W przypadku oligomeru nr 1 2'OMe za spadek ilosci biatka p53 mogg odpowiada¢ zaburzenia
procesu inicjacji translacji, zwigzane ze skanowaniem mRNA lub tworzeniem kompleksu
inicjacyjnego. Poniewaz kompleks rybosomalny wykazuje aktywno$¢ helikazy, tylko silne
wigzanie oligonukleotydu antysensowego do mRNA moze prowadzi¢ do inhibicji translacji
[206]. 2'-O-metylowane oligonukleotydy antysensowe stanowig doskonalg zawade
przestrzenng, dzigki tworzeniu wysoce stabilnych heterodupleksow, a ponadto nie wykazujg
zdolno$ci do aktywowania RNazy H [210]. Za pomoca oligonukleotydow antysensowych
typu 2'-O-metylo, komplementarnych do regionu terminalnego 5" mRNA, obniZzano poziom
czynnika adhezji migdzykomorkowej ICAM-1 w ludzkich komorkach srodbtonka zyty
pepowinowej HUVEC [211]. Analiza asocjacji z polirybosomami wykazata, ze spadek ilosci
biatka ICAM-1 zwigzany jest z inhibicjg translacji na etapie inicjacji, poniewaz wigkszo$¢
transkryptow ICAM-1 do ktérych hybrydyzowaty oligonukleotydy antysensowe, pozostawala
zwigzana z podjednostkami rybosomalnymi. Zakladajac, ze translacja z kodonu AUGI
inicjowana jest wedtug modelu skaningowego, a oligomer nr 1 2'OMe wiaze si¢ do regionu
terminalnego 5’ mRNA p53 w poblizu kodonu AUGI, prawdopodobnie utrudnia on migracj¢
rybosomu w poszukiwaniu kodonu inicjacyjnego. Niewykluczone réwniez, ze wigzanie

oligomeru nr 1 2'OMe prowadzi do rearanzacji strukturalnych w obregbie spinki G56-C169,
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ktére potencjalnie moga wptywaé na doktadno$¢ rozpoznania kodonu AUGI1, znajdujacego

si¢ w jej obrebie.

Efektywno$¢ syntezy biatka p53 byla silnie obnizona w obecnosci oligomeru nr 7b
2'OMe, ktéry hybrydyzuje do reszt nukleotydowych w pozycjach A208-U228.
Cze$¢ tego regionu znajduje si¢ w obrebie spinki U180-A218, z ktorg oddzialuje ligaza
ubikwitynowa Hdm2 [161]. Oddziatywanie biatka Hdm2 z regionem terminalnym 5" mRNA
p53 stymuluje jego translacje, poniewaz ogranicza wigzanie biatka p53 do tego regionu [212].
W zwiagzku z powyzszym, obnizenie poziomu biatka p53 w komodrkach MCF-7 moze by¢
konsekwencjg wspolzawodnictwa o wigzanie mie¢dzy oligomerem nr 7b 2'OMe
a specyficznymi czynnikami biatkowymi. Nalezy wzig¢ rowniez pod uwage mozliwosé
generowania zmian w strukturze spinki U180-A218 przez oligomer nr 7b 2'OMe,

ktére moga zapobiegac jej oddzialywaniu z biatkiem Hdm?2.

W przypadku oligomerow nr 1 i nr 7b typu gapmer, drastyczne zmniejszenie ilosci
biatka p53 w komorkach MCF-7 korelowato ze spadkiem poziomu mRNA p53 (Rys. 62 i 63).
Sugeruje to, ze oba oligomery wykazuja zdolno$¢ do aktywowania RNazy H w $rodowisku
komoérkowym. Gamper nr 7b, komplementarny do czesci spinki U180-A218, inhibowat
translacj¢ w krotszym czasie niz gapmer nr 1, hybrydyzujacy do spinki G56-C1609.
Odwrotna sytuacja miala miejsce w RRL, gdzie oligomer nr 1 typu gapmer wykazywat
silniejszy efekt inhibicji w porownaniu z oligomerem nr 7b (Rys. 59). Nalezy réwniez
zwroci¢ uwage, na odmienne dziatanie gapmeru kontrolnego Fluc w $rodowisku
komorkowym i lizacie (Rys. 59 i 62). Pomimo braku komplementarnosci do mRNA
P1-ANp53-Luc i1 innych ludzkich mRNA, gamper kontrolny hamowat translacj¢ w RRL,
podczas gdy jego obecnos¢ w komorkach MCF-7 nie wplywata na poziom biatka p53.

Nie jest jednak do kofca zrozumiate, dlaczego gapmer nr 7b w wigkszym stopniu
obniza poziom biatka p53 w komoérkach MCF-7 niz gapmer nr 1. Analiza poziomu mRNA
p53 sugeruje, ze w przypadku oligomeru nr 7b typu gapmer ci¢cia indukowane sg w krétszym
czasie po transfekcji niz w obecnosci oligomeru nr 1 (Rys. 63). By¢ moze jest to
spowodowane wydajniejszym wigzaniem si¢ oligomeru nr 7b typu gapmer do regionu
terminalnego 5" mRNA. Dowodem tego moze by¢ wigksza dostepnos$¢ do hybrydyzacji spinki
U180-A218 i sgsiadujacego z nig jednoniciowego regionu A219-C229, niz spinki G56-C169,
do ktorej wigze sie oligomer nr 1 (Rys. 47 i 48). Oligonukleotyd antysensowy,
komplementarny do spinki G56-C169 w obrebie kodonu AUGI (reszty A130-G147) byt
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z powodzeniem stosowany przez Sak’a i wspotautorow [197], do obnizenia ilo$ci biatka p53
w komorkach niedrobno-komoérkowego raka ptuc NSCLC. Skutkowato to zwigkszeniem
wrazliwos$ci komorek NSCLC na naswietlanie, dzieki indukcji apoptozy zaleznej od p53.
Oligomer ten dziatal wedlug mechanizmu zaleznego od RNazy H i obnizat poziom biatka p53
o okoto 25-35%. Zastosowany przeze mnie oligomer nr 7b typu gapmer w takim samym
stezeniu co oligomer stosowany przez Sak’a i wsp., redukowat ilo$¢ biatka p53 w komodrkach
MCF-7 o okoto 40% w stosunkowo krotkim czasie po transfekcji. Dodatkowo, stabilnosé
gapmeru nr 7b byla zwigkszona dzigki obecnosci nukleotydéow typu LNA na jego
obu koncach. Badania prowadzone przez inne grupy pokazaly, ze obecno$¢ trzech
nukleotydoéw typu LNA na obu koncach zwigksza stabilno$¢ oligomeru w ludzkiej surowicy
okoto  10-krotnie, w  poréwnaniu z oligomerem niemodyfikowanym [207].
Ponadto, modyfikacje typu LNA nie wywoluja efektu toksycznego [213]. Oligonukleotydy
antysensowe, komplementarne do sekwencji kodujacej biatko p53, stosowano réwniez
w komorkach MCF-7, w celu obnizenia ilo$ci biatka p53 [196]. Miejsce docelowe
dla jednego z nich (AS1) pokrywato sie czeSciowo z sekwencja docelowa dla oligomeru nr 6.
Jednakze, oligomer AS1 nie wptywal na poziom biatka p53 w komorkach MCF-7.
Najbardziej skutecznym okazat si¢ by¢ oligomer AS3 komplementarny do nukleotydow
886-905 w mRNA p53.

W prowadzonych przeze mnie badaniach stosowalam oligonukleotydy antysensowe
typu gapmer i 2’-O-metylo, poniewaz charakteryzuja si¢ one wysoka trwatoscig w srodowisku
komoérkowym.  Zastosowanie niemodyfikowanych oligonukleotydow antysensowych
w liniach komorkowych czy na modelach zwierzgcych jest ograniczone, poniewaz in Vvivo
ulegaja one catkowitej degradacji juz po czterech godzinach [207]. Modyfikacje typu LNA
i 2'-O-metylo, ktore zwickszaja powinowactwo do sekwencji docelowej oraz fakt,
ze zastosowane oligonukleotydy antysensowe hybrydyzowaty do regionu terminalnego 5'
mRNA (ktéry jak wiadomo charakteryzuje si¢ wysoka zachowawczos$ciag sekwencji),
zapewnialy specyficzno$¢ dzialania oligonukleotydéw antysensowych nr 1 1 nr 7b.
Dowodem na to jest nie zmieniony poziom dehydrogenazy aldehydu 3-fosfoglicerynowego
GAPDH, bedacej bialkiem metabolizmu podstawowego (ang. house-keeping genes)
(Rys. 60 i 62). Ponadto oba typy oligomeréw nie wplywaty rowniez na poziom mRNA
B-aktyny, co miato szczegdlne znaczenie w przypadku gapmerdéw aktywujacych RNaze H
w komorce (Rys. 61 1 63).
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Nie uzyskano efektu stymulacji translacji izoformy ANp53, ktory bylby szczegdlnie
interesujacy ze wzgledu na potencjalne wykorzystanie w celu obnizania poziomu biatka p53
za pomocg izoformy ANp53. W wyniku dziatania oligomeru nr 7b typu gapmer i aktywnosci
komoérkowej RNazy H, mozna by oczekiwa¢ przecinania mRNA p53 i generowania
matrycowej czasteczki, pozbawionej trwalych termodynamicznie spinek G56-C169
i U180-A218, wskutek czego kompleksy rybosomalne wydajniej inicjowalyby translacje
z kodonu AUG2. Jednak taki mRNA w s$rodowisku komodrkowym zostalby szybko
zdegradowany przez rybonukleazy, poniewaz nie posiada kapu na koncu 5.
Dodatkowo, nie powiodly si¢ proby detekcji izoformy ANp53 w komoérkach MCF-7,
za pomocg przeciwciala monoklonalnego PAb 1801, pomimo iz stosowano je wczesniej
do identyfikacji zaré6wno pelnej dlugosci biatka p53 jak i izoformy ANp53 [12; 13].
Autorzy, ktorzy w swoich badaniach stosowali komoérki MCF-7, dodatkowo wprowadzali
do nich konstrukty cDNA, co skutkowato zwigkszong ekspresja obu bialek 1 prawdopodobnie
utatwiato ich identyfikacje metoda Western blot [13]. Badania przeprowadzone przez
Candeias i wspotpracownikow [143] sugeruja, ze ekspresja izoformy ANpS3 rdzni si¢
w zaleznoS$ci od linii komorkowej i na jej poziom moga wplywac rézne rodzaje czynnikow
stresowych. Ponadto, do identyfikacji biatka p53 i izoformy ANp53 stosowali oni
przeciwcialo poliklonalne CM-1. W naszym laboratorium prowadzone s3 obecnie badania
pod katem regulacji ekspresji izoformy ANpS3, za pomoca oligonukleotydéw antysensowych

w r6znych liniach komoérkowych poddawanych dziataniu czynnikéw stresowych.

Biorac pod uwage efektywno$¢ oraz mechanizm dziatania gapmeru nr 7b
w komoérkach MCF-7, wydaje si¢ on by¢ potencjalnym kandydatem obnizajacym poziom
biatka p53 w liniach komoérek nowotworowych poddawanych naswietlaniu. Jego praktyczne
zastosowanie wymaga jednak dalszych badan, uwzgledniajacych wptyw tego oligomeru na
przebieg cyklu komorkowego oraz zdolnos¢ do indukowania apoptozy w komorkach

nowotworowych poddawanym naswietlaniu.
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4. Podsumowanie

Przedstawione w niniejszej pracy wyniki dotycza wplywu wariantdw regionu
terminalnego 5" mRNA p53 na proces inicjacji translacji w uktadzie reporterowym lucyferazy
w systemie bezkomdrkowym, lizacie z krdliczych retikulocytow, a takze w wybranych liniach
komorek ludzkich. Analizowano réwniez role elementéw struktury drugorzgedowej tego
regionu W mechanizmie inicjacji translacji oraz tworzeniu komplekséw rybosomalnych.
Ponadto, zastosowano oligonukleotydy antysensowe, komplementarne do regionu
terminalnego 5 mRNA p53 w celu modulacji aktywnos$ci translacyjnej kodonow

inicjacyjnych dla biatka p53 oraz izoformy ANp53.

Wyniki reakcji translacji prowadzonych w lizacie z kroliczych retikulocytow oraz
w liniach komoérkowych HelLa i1 MCF-7 pokazaly, ze wszystkie warianty regionu
terminalnego 5" mRNA p53 silnie ostabiajg translacj¢ biatka reporterowego w poréwnaniu
do mRNA kontrolnego, kodujacego biatko lucyferazy. Wydhuzenie tego regionu o region
migdzypromotorowy P0O-P1 silnie ostabiato efektywnos$¢ procesu. W przypadku wariantow
regionu terminalnego 5’ zawierajacych sekwencje intronu 2 translacja biatka reporterowego
zachodzita jedynie z kodonu AUG2 dla izoformy ANp53. Ponadto, wykazano ze
w wariantach z zachowanym intronem 2, aktywny translacyjnie jest takze kodon AUGI1 dla
biatka pS3.
Co wigcej, obecnos¢ krotkiej, otwartej ramki odczytu utworzonej przez kodon AUGI 1 kodon

STOP obecny w intronie 2 ostabia translacj¢ inicjowang z kodonu AUG2.

W przypadku modelowego mRNA z dwoma kodonami inicjacyjnymi, translacja
inicjowana byta silniej z kodonu AUGI1 dla pelnej dtugosci biatka p53 niz z kodonu AUG2
dla izoformy ANp53. Otrzymane wyniki sugeruja, ze inicjacja translacji z AUGI jest zalezna
od kapu obecnego na koncu 5 mRNA, poniewaz jego obecno$¢ silnie stymulowata translacje.
Natomiast wzrastajace stgzenie wolnego analogu kapu prowadzito do jej inhibicji.
Z kolei, translacja rozpoczynajaca si¢ z kodonu AUG2 wykazuje charakter kap-niezalezny,
poniewaz obecnos¢ kapu na koncu 5" mRNA oraz dodanie wolnego analogu kapu do reakcji

translacji nie wplyneto na zmiane poziomu syntetyzowanego biatka.

Mapowanie struktury drugorzedowej RNA regionu terminalnego 5 mRNA p53
posiadajacego dwa kodony inicjacyjne AUG1 i AUG2 pokazaty, ze charakterystyczne dla
tego regionu elementy strukturalne typu spinki G56-C169 i U180-A218 sg zachowane
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pomimo obecnosci sekwencji kodujagcej lucyferaze w modelowym konstrukcie mRNA,
zaro6wno iIn vitro jak i w lizacie z kroliczych retikulocytoéw. Mialo to szczegdlnie duze
znaczenie dla interpretacji wynikow analizy tworzenia kompleksow rybosomalnych
na mRNA. Okazalo si¢ bowiem, ze umiejscowienie kodonu AUG1 w obrebie stabilnej
termodynamicznie spinki G56-C169 utrudnia zaobserwowanie kompleksu rybosomalnego,
zatrzymanego w miejscu inicjacji translacji, pomimo iz translacja z tego kodonu zachodzi
na wyzszym poziomie niz z AUG2. Poniewaz w wariancie posiadajacym tylko kodon AUG1
nie tworzy si¢ spinka G56-C169, identyfikacja komplekséw rybosomalnych dla tego kodonu
nie sprawiala trudnosci. Charakterystyczny uktad prazkow dla komplekséw rybosomalnych
obserwowano zawsze dla kodonu AUG2, z ktorego inicjowana jest synteza izoformy ANp53.
Powyzsze wyniki wskazuja na istotny udziat elementoéw struktury drugorzedowej regionu
terminalnego 5" mRNA p53 w rozpoznawaniu kodonu inicjacyjnego przez kompleks

rybosomalny.

Okreslono miejsca dostepne do hybrydyzacji komplementarnych oligonukleotydow
w regionie terminalnym 5" mRNA p53 stosujac biblioteke krotkich oligomerow DNA
oraz RNaz¢ H. Okazalo si¢, ze pomimo obecnosci licznych motywoéw dwuniciowych w tym
regionie mozna znalez¢ miejsca dostgpne do hybrydyzacji. Wigkszos¢ oligomeréw DNA
wigzata si¢ do spinki U180-A218, regionu zlokalizowanego pomiedzy spinkg G56-C169
i U180-A218 oraz do jednoniciowego odcinka sekwencji pomigdzy nukleotydami A218
i C229. Na podstawie wynikow uzyskanych z mapowania dostgpnosci metoda
eksperymentalng, a takze wynikéw analizy komputerowej, zaprojektowano dziesig¢é
oligonukleotydow antysensowych i badano ich wptyw na translacj¢ reporterowego konstruktu
mRNA w lizacie z kroliczych retikulocytdéw. Najwigksze zmiany w poziomie Otrzymanego
produktu biatkowego indukowat oligomer nr 1, wigzacy si¢ do sekwencji u podstawy duzej
spinki G56-C169 oraz oligomer nr 7, komplementarny do sekwencji mRNA w obrgbie spinki
U180-A218. Oligomery te wptywaty na efektywno$¢ translacji inicjowanej z dwoch kodonow
AUGL i AUG2, aczkolwiek w roznym stopniu, co z kolei zmieniato stosunek ilosciowy obu
biatek. Kolejne doswiadczenia ujawnity, ze obserwowany wplyw oligonukleotydéw
antysensowych na translacj¢ jest zalezny od RNazy H, obecnej w lizacie z kroliczych
retikulocytow. W celu modulacji poziomu biatka p53 1 izoformy ANp53 w komorkach MCF-7
zastosowane zostaly oligomery nr 1 i nr 7b w formie pochodnych 2'-O-metylo stanowigce
zawadg przestrzenng w procesie translacji oraz typu gapmer, ktére indukujg cigcia mRNA

przez RNaz¢ H. Zaréwno oligomery typu gapmer jak i 2’-O-metylo obnizaty poziom biatka
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p53 syntetyzowanego w komorkach MCF-7. W przypadku gapmeréw nr 1 1 nr 7b,
efekt ten byt zwigzany z obnizeniem poziomu mRNA p53 na skutek aktywnosci komorkowej
RNazy H. Natomiast obecno$¢ oligomerow 2'-O-metylo nie wplywala na zmiang ilo$ci
mRNA p53 w komorkach. Sugeruje to, ze wigzanie tych oligomerow do transkryptu p53
indukowalo zmiany w strukturze drugorzedowej jego regionu terminalnego 5.
Otrzymane wyniki wskazuja, ze motywy strukturalne typu spinki G56-C169 i U180-A218
majg kluczowe znaczenie w translacji inicjowanej z kodonoéw AUGI (dla p53 pelnej
dhugosci) oraz AUG2 (dla izoformy ANp53). Ponadto, aktywno$¢ translacyjna moze by¢
selektywnie regulowana za pomocg oligonukleotydow antysensowych komplementarnych do

okreslonych miejsc w regionie terminalnym 5’ mRNA p53.
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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 ptytowe;j

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

Wiréwka 5804R — Eppendorf

Wiréwka 5415D — Eppendorf

Wiréwka 5702 — Eppendorf

Wiréwka 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 radioaktywnosci Typhoon 8600 — Molecular Dynamics
Skaner radioaktywnosci FLA-5100 — Fuji Film

Suszarka do zeli Gel Dryer 583 — Bio-Rad

Pompa prozniowa — Laboport
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Komora laminarna aura mini — BioAir

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

Multilabel Reader VICTOR X4 — Perkin Elmer

Homogenizator ULTRA-TURRAX IKA T10 basic

Aparat do poétsuchego transferu biatek TRANS-BLOT SD SEMI-DRY TRANSFER CELL —
Bio-Rad

Sekwenator ABI 3130 x| — Applied Biosystems

5.2. Odczynniki i materiaty

Wigkszo$¢ odczynnikow pochodzita z firm Sigma Aldrich, Lab Empire, Invitrogen,
Serva, Fluka lub Bio-Rad. Filtry strzykawkowe Milex GP oraz analogi kapu ARCA
(ang. anti-reverse cap analog) oraz trimetylowany analog kapu m7G(5")ppp(5")G zakupiono
w firmie Tebu bio. Analog kapu ApppG otrzymano dzigki uprzejmosci prof. dr hab.
E. Darzynkiewicza z Zakladu Biofizyki Instytutu Fizyki Do$wiadczalnej Uniwersytetu

Warszawskiego.

5.2.1. Zwigzki promieniotwdrcze

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

5.2.2. Enzymy

Xbal, Nhel, Notl, BamHI, Pstl, Tag DNA polimeraza, rybonukleaza T1, T4 Kkinaza
polinukleotydowa, odwrotna transkryptaza RevertAid M-MuLV — Thermo Scientific, Csp45I,
Dpnl, Pfu DNA polimeraza, inhibitor rybonukleaz RNasin, odwrotna transkryptaza
AMV — Promega, rybonukleaza A — Sigma Aldrich, rybonukleaza H — Thermo Scientific
i Promega, polimeraza poli(A) — Epicentre Biotechnologies
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5.2.3. Zestawy odczynnikow

— Zestaw do transkrypcji in vitro AmpliScribe™ T7, T3, and SP6 High Yield Transcription
Kit — Epicentre Biotechnologies

— Zestawy do izolacji plazmidowego DNA z komorek bakterii — Qiagen oraz Bio Basic
— Zestaw do odwrotnej transkrypcji SuperScript 111 — Invitrogen
— Lizat z retikulocytow kroélika, trawiony mikrokokalng nukleazg — Promega

— Zestaw do oczyszczania RNA po transkrypcji in vitro RNeasy Min Elute Cleanup Kit —
Qiagen

— 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 kwaséw nukleinowych TRI Reagent — Molecular Research Centre,

Inc.

— Zestaw do izolacji RNA z tkanek RNAgueous Midi —Ambion

— Odczynnik do transfekcji komorek Lipofectamine RNAI Max — Invitrogen
— Odczynnik do transfekcji komorek TransMessenger — Qiagen

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

Substrate — Pierce

5.2.4. Odczynniki do hodowli komérek ludzkich

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

— Medium do hodowli DMEM z wysoka zawarto$cia glukozy — Lonza
— Medium do transfekcji OPTIMEM — Gibco
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— Medium do hodowli RPMI 1640 — Sigma Aldrich

— Witaminy MEM — Gibco

— Mieszanina antybiotykow Antibiotic/Antimycotic Solution 100x — Sigma Aldrich
— Mieszanina aminokwasow endogennych Non-Essential Amino Acids — Gibco
—Trypsyna z EDTA 10x — PAA

— Bydleca surowica ptodowa Fetal Bovine Serum (FBS) — Sigma Aldrich

— 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 Pracowni Sekwencjonowania DNA i Syntezy Oligonukleotydéw, Instytutu
Biochemii i Biofizyki PAN w Warszawie (www.oligo.pl) lub zakupione w firmie Genomed.
Oligonukleotydy antysensowe typu gapmer zostaly zakupione w firmie EXigon,
a 2'-O-metylowane w firmie Future Synthesis. 2’-O-metylowany oligomer nr 7b zostat
zsyntetyzowany w Zakladzie Chemii i1 Biologii Strukturalnej Kwaséw Nukleinowych
Instytutu Chemii Bioorganicznej PAN pod kierownictwem prof. dr hab. R. Kierzka.
Startery znakowane barwnikami fluorescencyjnymi VIC, FAM, PET 1 NED pochodzity
z firmy Applied Biosystems.

5.2.6. Preparaty genomowego DNA i cDNA

DNA genomowy — European Collection of Cell Culture

cDNA z ludzkiej watroby — Ambion

5.2.7. Plazmidy

Plazmid pRL-CMV — Promega
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5.2.8. Szczepy bakteryjne

E. coli DH50— Invitrogen

5.2.9. Linie komérkowe oraz tkanki zwierzece

— Komorki raka szyjki macicy Hela — dostarczone dzigki uprzejmosci prof. dr hab.
J. Barciszewskiego z Zakladu Biologii RNA Instytutu Chemii Bioorganicznej PAN

w Poznaniu

— Komoérki raka piersi MCF-7 — pochodzity z Zaktadu Biomedycyny Molekularnej Instytutu
Chemii Bioorganicznej PAN w Poznaniu pod kierownictwem z prof. dr hab.
J. W. Krzyzosiaka

— Fragment watroby $wini domowej — dostarczone dzigki uprzejmosci dr inz. M. Kamyczka

z Zaktadu doswiadczalnego w Pawtowicach Instytutu Zootechniki PI1B Balice k. Krakowa

— Fragment watroby krolika — dzigki uprzejmosci dr hab. D. Rakusa z Zaktadu Fizjologii

Molekularnej Zwierzat Uniwersytetu Wroctawskiego

— Fragment watroby krowy pochodzit z ubojni w Goli k. Gostynia

5.2.10. Przeciwciata
— l-rzedowe przeciwciato przeciwko p53 PAb1801 — sc-98 Santa Cruz

— l-rzedowe przeciwciatlo przeciwko dehydrogenazie aldehydu 3-fosfoglicerynowego —
GAPDH (A3) Santa Cruz

— Il-rzedowe mysie przeciwciato IgG z kozy skoniugowane z peroksydazg chrzanowg —

Pierce
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5.2.11. Standardy do oznaczania wielkosci kwasow nukleinowych i biatek

— Marker do oznaczania masy biatek w zelach denaturujacych z SDS — Spectra Multicolor
Broad Range Protein Ladder oraz Page Ruler Unstained Broad Range Protein Ladder —

Fermentas

— Marker do analizy wielko$ci fragmentow DNA w zelach agarozowych Gene Ruler DNA

Ladder Mix — Thermo Scientific

— Marker do analizy wielkoséci fragmentow RNA w zelach agarozowych RNA Millenium

Markers — Ambion

5.2.12. 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

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

Roztwoér do plukania zeli poliakryloamidowych do elektroforezy bialek

7% metanol, 7% lodowaty kwas octowy, 1% glicerol
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40% roztwor zelu poliakryloamidowego 29:1 (w/w)

38,66 g akryloamidu, 1,33 g bisakryloamidu, H20 do 100 ml

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

150 g akryloamidu, 4 g bisakryloamidu, H2O do 100 ml

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

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) bigkit

bromofenolowy

Roztwor do denaturacji i obcigzania probek bialkowych, SSB (ang. SDS sample buffer)
50 mM Tris-HCI pH 6,8, 10 mM DTT, 2% SDS, 10% glicerol, 0,02% (w/v) bigkit

bromofenolowy

Roztwory obcigzajace probki zawierajacej RNA lub DNA

— Elektroforeza w zelu poliakryloamidowym w warunkach denaturujacych: 8 M mocznik,

0,02% (w/v) biekit bromofenolowy, 0,02% (w/v) ksylencjanol

— Elektroforeza DNA w zZelu agarozowym:10 mM Tris-HCI pH 7,6, 60% glicerol, 0,02%
(w/v) bigkit 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
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Bufor do trawienia rybonukleaza T1 w warunkach semidenaturujgacych

50 mM cytrynian sodu pH 5,3, 7 M mocznik

Bufor ,,stop”

8 M mocznik, 20 mM EDTA, 0,02% (w/v) btekit bromofenolowy, 0,02% (w/v) ksylencjanol
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 KClI

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, H20 do
500 ml

Pozywka plynna LB

5 g peptonu, 2,5 g ekstraktu drozdzowego, 2,5 g NaCl, I ml 1 M NaOH, H20 do 500 ml

Antybiotyki

Ampicylina 100 mg/ml H20
Stezenie koncowe antybiotyku w pozywce do hodowli bakteryjnej wynosito 100 pg/mi
pozywki.

5.3. Metody standardowe

5.3.1. Elektroforeza kwasow nukleinowych w zelu poliakryloamidowym w warunkach
denaturujacych

Metode wykorzystywano do analizy produktow CDNA otrzymanych w reakcji
odwrotnej transkrypcji z radioaktywnie znakowanymi starterami, fragmentow RNA po cigciu
przez rybonukleazg¢ H w obecnosci oligonukleotydow antysensowych, a takze do
oczyszczania oligomeréw DNA po syntezie chemicznej. Stosowano zel poliakryloamidowy
0 usieciowaniu 29:1 (stosunek wagowy akryloamidu do bisakryloamidu) z 8 M mocznikiem
oraz bufor elektroforetyczny 1x TBE. Procentowos$¢ zelu uzalezniona byta od dlugosci

rozdzielanych fragmentow 1 wynosita od 8%. Probki obcigzano roztworem 8 M mocznika
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z barwnikami elektroforetycznymi w stosunku 1:1. Kazdg elektroforeze poprzedzata
preelektroforeza prowadzona przy nat¢zeniu pradu 10 mA, az do ustalenia parametrow
pradowych. Podczas rozdzialu elektroforetycznego stosowano nat¢zenie pradu 20 mA
(zel 20x20 cm) lub 40 mA (zel 30x40 cm). Do wizualizacji wynikow wykorzystywano:
autoradiografie po znakowaniu radioizotopowym, wygaszanie $wiatta UV po oczyszczaniu
oligomerow DNA po syntezie chemicznej, ekrany odwzorowujace po rozdziale
elektroforetycznym produktow reakcji odwrotnej transkrypcji z radioaktywnie znakowanym

starterem DNA oraz fragmentow RNA po trawieniu rybonukleazg H.

5.3.2. Elektroforeza czgsteczek DNA i RNA w zelu agarozowym

Elektroforeze¢ DNA w zelu agarozowym stosowano do analizy fragmentow
otrzymanych metoda PCR, a takze do sprawdzania poszczegdlnych etapoéw konstrukeji
wektorow, oraz ich trawienia enzymami restrykcyjnymi. W zaleznosci od dlugosci
rozdzielanych fragmentéw stosowano 1-2% (w/v) zel agarozowy z bromkiem etydyny
(0,1 pg/ml), a jako bufor elektroforetyczny 1x TBE. Probki DNA obcigzano roztworem
do obcigzania probek DNA, w stosunku 6:1. Elektroforeze prowadzono w temperaturze

pokojowej przy statym natezeniu pradu 60 mA. DNA obserwowano w $wietle UV.

Elektroforeze¢ RNA w zelu agarozowym stosowano do analizy jako$ciowej
modelowych mRNA, otrzymanych metoda transkrypcji in vitro. Stosowano 1% (wi/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, ktérego koncowe stezenie wynosito 60%.
Przed natozeniem materialu 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 stalym nat¢zeniu pragdu 40 mA. RNA obserwowano

w Swietle UV.

5.3.3. Elektroforeza biatek w zelu poliakryloamidowym w warunkach denaturujacych

Metode stosowano do rozdziatu produktow translacji in vitro oraz lizatu biatkowego
z komérek MCF-7 transfekowanych oligonukleotydami antysenowymi. Zel biatkowy skladat

si¢ z dwoch warstw roznigcych sie procentowoscig 1 wartoscig pH. Stosowano 5% zel
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zageszczajacy pH 6,8 1 15% zel rozdzielajacy pH 8.8, przy czym obydwa zawieraly 0,1%
SDS jako czynnik denaturujacy. Przed elektroforeza, probki obcigzano 25 pl roztworu SSB
I denaturowano 3 minuty w 95°C. Probki zwirowywano, pobierano 5Sul i naktadano
bezposrednio do kieszonek w zelu. Natezenie pradu podczas migracji biatlek w warstwie zelu

zageszczajacego wynosito 15 mA, a w warstwie zelu rozdzielajacego 30 mA.

Zele zawierajace produkty biatkowe otrzymane w reakcji translacji in vitro,
zawierajace wbudowang L-[S®*] metionine, 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 1 inkubowano 5 minut.
Tak przygotowane zele przenoszono na bibulg Whatman 3MM 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 poliakrylamidowego

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 wytrzasaniem, wynoszacym 850 rpm.

5.3.5. Wytrgcanie kwasow nukleinowych z roztworu

Oligomery DNA, fragmenty DNA, cDNA oraz RNA strgcano w obecnosci 300 mM
octanu sodu pH 5,2 dodajac 3 objetosci 96% etanolu. Probki stragcano przez 10 minut
w suchym lodzie lub w temperaturze -20°C przez noc. Czgsteczki RNA wytrgcano
w obecnosci glikogenu, ktorego koncowe stezenie wynosito 20 pug/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.

RNA wyizolowany z tkanek wytragcano za pomocg chlorku litu. Do eluentu dodawano
chlorek litu w stosunku objetosciowym 2:1 1 stragcano przez 1 godzing w -20°C.
Osad zwirowywano przy 13000 rpm przez 20 minut w temperaturze 4°C. Po usunigciu

supernatantu, osad przemywano dodatkowo 100 pl 70% etanolu i wirowano ponownie.
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Stezenie kwasu nukleinowego w probce oznaczano na podstawie pomiarow absorpcji
przy dlugosci fali A = 260 nm, z wykorzystaniem spektrofotometru NanoDrop.
Stosowano nastepujace przeliczniki: SSRNA: 1Azeo/ml = 33pug/ml, SSDNA: 1Azo/ml =
33pg/ml, dsDNA: 1Az60/ml = 50pg/ml

5.3.6. Ekstrakcja fenolem

Procedur¢ 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. ,,odcisk palca” oraz indukcji cig¢ RNazg H w obecnosci
oligonukloetydow antysensowych. Probke zawierajaca DNA lub RNA wytrzasano 2 minuty
z jedng objetoscig fenolu (nasyconego buforem TE, pH 8,0 dla DNA i pH 4,5 dla RNA)
w temperaturze pokojowej i wirowano 1 minut¢ przy 10000 rpm w celu oddzielenia faz.
Nastepnie, aby usungé resztki fenolu, do zebranej fazy wodnej dodawano jedna objetosé
mieszaniny chloroform/alkohol izoamylowy w stosunku 24:1 (v/v) i wytrzasano 1 minutg
w temperaturze pokojowej, po czym wirowano 1 minut¢ przy 10000 rpm., zbierano faze

wodng 1 wytracano osad.

5.3.7. Znakowanie kwaséw nukleinowych na koricu 5' izotopem 32P

Mieszanina reakcyjna zawierata 10-20 pmoli RNA z wolng grupa hydroksylowa na
koncu 5' lub 100 pmoli oligomeru DNA, 2 ul [y-32P] ATP o aktywnosci 4000-5000 Ci/mmol,
bufor reakcyjny (50 mM Tris-HCI pH 7,6, 10 mM MgClz, 5 mM DTT, 0,1 mM spermidyna)
oraz 10 U T4 kinazy polinukleotydowej. Przed reakcja przeprowadzano denaturacje RNA
przez 2 minuty w temperaturze 100°C, a nastgpnie probke schladzano przez 10 minut
w lodzie. Po dodaniu enzymu reakcje prowadzono przez 30 minut w temperaturze 37°C.
Znakowane oligomery DNA oczyszczano w 8% zelu poliakryloamidowym w warunkach
denaturujacych wizualizowano przez autoradiografi¢, wycinano z Zelu, eluowano, stracano,
wirowano 1 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 czasteczek mierzono za pomoca

licznika scyntylacyjnego.
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5.3.8. Izolacja RNA za pomocg odczynnika TriReagent

Odczynnik TriReagent stosowano do izolacji RNA z RRL, po mapowaniu struktury
drugorzedowej RNA za pomocg DMS oraz izolacji catkowitego RNA z komoérek MCF-7
po transfekcji oligonukleotydami antysensowymi. Do mieszaniny reakcyjnej dodawano wodg
do objetosci 50 ul oraz 300 ul odczynnika TriReagent, natomiast komérki MCF-7 rosngce
w monowarstwie zalewano bezposrednio 300 ul odczynnika TriReagent i inkubowano
5 minut w temperaturze pokojowej. Nastepnie dodawano 60 ul chloroformu, wytrzgsano
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 ul izopropanolu i 0,5 ul 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. lzolacja catkowitego RNA z tkanek zwierzecych

Do izolacji catkowitego RNA z watroby $wini, krowy i krélika wykorzystywano
zestaw RNAqueous-Midi Kit 1 postgpowano zgodnie z zaleceniami producenta.
Niewielki kawatek zamrozonej tkanki umieszczono w mozdzierzu, zalano cieklym azotem
i ucierano do uzyskania proszku. 200 mg sproszkowanej tkanki rozpuszczano w buforze
Lysis/Binding Buffer. W celu uzyskania lizatu, mieszaning homogenizowano przy 30000
rpm, za pomoca homogenizatora ULTRA-TURRAX IKA TI10 basic. Nastgpnie lizat
mieszano z 64% etanolem i podawano przez strzykawke na filtr. Filtr przemywano
kilkukrotnie, najpierw za pomoca 12 ml Wash Solution I, a nastepnie taka sama objetoscig
Wash Solution 2/3 oraz etanolem. RNA zwigzany na filtrze eluowano podgrzanym do 100°C

Elution Solution do 1,5 ml probowek. Nastgpnie wytragcano osad przy uzyciu chlorku litu.

5.3.10. Hodowla ludzkich komérek nowotworowych

Ludzkie komorki raka szyjki macicy HelLa hodowano w medium RPMI 1640, a raka
piersi MCF-7 hodowano w medium DMEM z wysoka zawarto$cia glukozy 4,5 g/L.
Do mediow dodawano mieszaning aminokwasow endogennych, mieszaning antybiotykow

i antymykotykow zawierajgcg 100 U/ml penicyliny G, 0,1 mg/ml siarczanu streptomycyny
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1 0,25 mg/ml amfoterycyny B oraz bydlecg surowice¢ ptodowa FBS, ktorej koncowe stezenie
wynosito 10%. Do medium DMEM dodawano glutamine do koncowego stezenia 2 mM.
Natomiast medium RPMI uzupetiano o mieszaning witamin. Hodowle prowadzono w 37°C
w 5% CO,. Komorki pasazowano 2-3 razy w tygodniu w stosunku 1:2 lub 1:4.

Hodowle prowadzono maksymalnie do 20 pasazu.

5.4. Metody stosowane w badaniach wtasnych

5.4.1. Klonowanie modelowych konstruktow dsDNA zawierajacych warianty regionu
terminalnego 5° mRNA p53 cztowieka

5.4.1.1. Otrzymywanie insertow dsDNA

Wszystkie modelowe konstruktu dsDNA zostaly otrzymane w Zaktadzie Biochemii
RNA, przy czym konstrukt dsDNA P1-p53-Luc i P1-ANp53-Luc otrzymat dr Leszek
Blaszczyk, natomiast konstrukt P1-ANp53(int2)-Luc wykonata mgr inz. Dorota
Kowalczykiewicz. Wykorzystane w niniejszej pracy konstrukty dsDNA otrzymano
z wykorzystaniem techniki PCR z odpowiednio dobranymi starterami, oznaczonymi
na poczatku nazw literg F (ang. primer forward) i R (ang. primer reverse) (Tabela 6.).
Konstruktu w formie dsDNA stanowily matryce w reakcji transkrypcji in vitro w celu

uzyskania modelowych mRNA.

Czasteczki dsDNA odpowiadajace regionom P1-p53 i P1-ANp53 otrzymano w reakcji
PCR na matrycy ¢cDNA z ludzkiej watroby ze starterami: Fkrot i Rkrot dla P1-p53 oraz Fkrot
i Rdlug dla P1-ANp53. W celu wklonowania otrzymanych dsDNA do plazmidu pRL-CMV,
w kolejnej reakcji PCR dodano do konca 5’ obu czasteczek miejsce rozpoznawane przez
enzym restrykcyjny Xbal za pomocg startera FXbakrot oraz do konca 3'miejsce dla enzymu
Csp451, stosujac starter RCspkrot dla P1-p53 i RCspdlug dla P1-ANp53.

Tabela 6. Startery stosowane w reakcjach PCR

Nazwa Sekwencja startera 5'-3’ Otrzymywanie czasteczki dsDNA
startera

Fkrot CTAGAGCCACCGTCCAGGGAGC P1-p53, P1-ANp53, P1-ANp53(int2)
Rkrot TCCATGGCAGTGACCCGGAAGG P1-p53
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Rdlug TCCATTGCTTGGGACGGCAAGG P1-ANp53

FXbakrot | AAGTCTAGAGCCACCGTCCAGG P1-p53, P1-ANp53, P1-ANp53(int2)

RCspkrot | CTATTCGAATCCATGGCAGTGACC P1-p53, PO-p53

RCspdlug | TCCATTGCTTGGGACGGCAAGG P1-ANp53, PO-ANp53, PO-ANp53(int2)

RE1-2 AGTTTCCATAGGTCTGAAAATGTTTCC P1-ANp53(int2)

FE2-12first | GGAAACATTTTCAGACCTATGG P1-ANp53(int2)

RE3-12 CAGAACGTTGTTTTCAGGAAGTC P1-ANp53(int2), PO-ANp53(int2)

RE34-12 CTATTCGAATCCATTGCTTGGGACGGCAAG | P1-ANp53(int2)
GGGGACAGAACGTTGTTTTTCAGGAAGTC

F112 GTCATGGCGACTGTCCAGCTTTG PO-ANp53, PO-ANp53(int2)

Rexl1c CTGCTCCCTGGACGGTGGCTC PO-ANp53

Fpst7112 | GACTGTCTGCAGTAATACGACTCACTATAG | PO-ANp53,P0-p53, PO-ANp53(int2)
GTCATGGCGACTGTCC

Otrzymywanie czgsteczki P1-ANp53(int2) przebiegato w Kilku etapach. W pierwszym

etapie, wykonano reakcj¢ PCR ze starterami Fkrot i RE1-2 na cDNA z ludzkiej watroby,
w celu namnozenia fragmentu zawierajacego egzon 1 1 egzon 2. W kolejnej reakcji PCR
otrzymano fragment skladajacy si¢ z egzonu 2, intronu 2 i egzonu 3 na matrycy genomowego
DNA ze starterami FE2-12first i RE3-12. W celu potaczenia otrzymanych produktow
zastosowano startery Fkrot 1 RE3-12. Ostatnia reakcja PCR polegata na dodaniu do koncéw
czasteczki miejsc rozpoznawanych przez enzymy restrykcyjne Xbal 1 Csp451 oraz fragmentu

egzonu 4. W tym celu uzyto startery FXbakrot i RE34-12.

W celu wuzyskania czasteczki dsDNA PO-ANp53, w pierwszej kolejnosci
amplifikowano fragment PO-P1 na matrycy genomowego DNA za pomocg starterow F112
i Rex1c. Nastepnie fragment PO-P1 polaczono z czasteczka P1-ANp53, jednoczes$nie dodajac

do konca 5" miejsce dla enzymu restrykcyjnego Pstl i sekwencj¢ promotora T7 i miejsce
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dla enzymu restrykcyjnego Csp45I1 do konca 3'. W tym celu w reakcji PCR wykorzystano
startery Fpst7112 i RCspdlug.

Czasteczke dsDNA  P0O-p53 otrzymano wykorzystujac w reakcji PCR
dsDNAPO-ANp53 jak matryce oraz startery Fpst7112, ktory posiada miejsce dla enzymu
restrykcyjnego Pstl i sekwencj¢ promotora T7 oraz starter RCspkrot, niosgcy miejsce dla

enzymu restrykcyjnego Csp45lI.

Czasteczke dsDNA PO-ANp53(int2) uzyskano poprzez dodanie fragmentu PO-P1
do czasteczki PI1-ANp53(int2), stosujac w reakcji PCR startery F112 i RE3-12.
W celu wklonowania czasteczki do wektora PRL-CMV, do otrzymanego produktu PCR
w kolejnej reakcji dodano miejsce dla enzymu restrykcyjnego Pstl i promotora T7 do konca 5’
i miejsca dla enzymu restrykcyjnego Csp451 do konca 3, za pomoca starterow Fpst7112
i Respdlug.

Mieszanina reakcyjna zawierata 0,5-20 ng dsSDNA (lub cDNA) matrycy, odpowiednie
startery o stezeniu 0,5 uM, 75 mM Tris-HCI pH 8,8, 20 mM (NH.)2SOs4, 0,01% Tween 20,
200 puM mieszaning dNTP, 1,5-2 mM MgCl, and 30U/ml DNA polimerazy Taq.
Wiasciwe reakcje PCR poprzedzaly reakcje testowe prowadzone w 5-krotnie mniejszej
objetosci w gradiencie temperatury oraz stgzenia MgCla, w celu ustalenia temperatury

wigzania poszczegolnych par starterow oraz optymalnych warunkow amplifikacji.

5.4.1.2. Trawienie insertéw dsDNA oraz wektora plazmidowego enzymami restrykcyjnymi

Trawienie enzymami restrykcyjnymi stosowano do przygotowywania czasteczek
dsDNA w celu klonowania do plazmidu pRL-CMV oraz do linearyzacji plazmidéw przed
transkrypcja in vitro. Stosowano rozne enzymy restrykcyjne, dobrane w zalezno$ci od
czasteczki ASDNA i pozadanego miejsca cigcia. Mieszanina reakcyjna zawierata od 1 do 2 ug
dsDNA, handlowo dostgpny bufor o sktadzie dostosowanym do kazdego enzymu, 20 U
enzymu restrykcyjnego. Reakcje prowadzono przez 2 — 6 godzin w temperaturze 37°C,
po czym usuwano enzym za pomocg ekstrakcji fenolem. DNA stragcano etanolem, probki

wirowano i osad rozpuszczano w sterylnej wodzie.
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5.4.1.3. Ligacja insertéw dsDNA z plazmidem

Czasteczki dsDNA odpowiadajagce wariantom regionu terminalnego 5" mMRNA p53
cztlowieka 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. Reakcje prowadzono przez
30 minut w temperaturze 22°C. Mieszaning reakcyjna bez oczyszczania transformowano

komorki E.coli.

Czasteczki dsDNA P1-p53, P1-ANp53, P1-ANp53(int2) klonowano do plazmidu
ponizej sekwencji dla promotora T7. Z kolei, inserty dsDNA PO0-p53, PO-ANp53,
PO-ANp53(int2) posiadaly na koncu 5’ sekwencje promotora T7, w zwigzku z czym byl

on usuwany z plazmidu za pomocg trawienia enzymem restrykcyjnym.

5.4.1.4. Ukierunkowana mutageneza

Metod¢ wykorzystano do otrzymania konstruktu DNA P1-ANp53(int2-mut)-Luc,
posiadajacego zmutowany kodon STOP w intronie 2 (UGA — GCQG),
P1-ANp53(int2/AUG1-mut)-Luc posiadajacego zmutowany kodon AUG1 (AUG1 — GCG)
oraz P1-ANp53(int2-mut/AUG1-mut)-Luc, ktory posiadat zmutowany zarowno kodon STOP
jak 1 AUG1. W pierwszym etapie ukierunkowanej mutagenezy, przygotowywano dwie
reakcje PCR zawierajace 500 ng plazmidu, 20 mM Tris-HCI pH 8,8, 10 mM KCI, 10 mM
(NH4)2S04, 2 mM MgSOs, 0,1 mg/ml BSA, 0,1% Triton X-100, 1 uM stezenie jednego
ze starterow posiadajagcych mutacje, 250 uM dNTP i 1 U Pfu DNA polimerazy.
Stosowano nastegpujace warunki temperaturowe: 95°C—2 minuty i 10 cykli: 95°C-50 s,
60°C-50 s, 68°C—16 minut, po czym nastgpowalo koncowe wydtuzanie w 68°C przez 7
minut. Obie reakcje mieszano ze sobg, dodawano 0,8 U Pfu DNA polimerazy, rozdzielano na
dwie rowne czeSci 1 przeprowadzano kolejng reakcje PCR stosujgc warunki: 95°C—2 minuty
i 20 cykli: 95°C-50 s, 60°C-50 s, 68°-16 minut, po czym nastgpowato koncowe wydtuzanie
w 68°C przez 7 minut. Mieszaning reakcyjng poddawano ekstrakcji fenolem, dsDNA stragcano
etanolem, probki wirowano i osad rozpuszczano w wodzie. W celu usunigcia matrycowego
plazmidu przeprowadzono trawienie za pomocg enzymu restrykcyjnego Dpnl.

Mieszanina reakcyjna zawierata handlowo dostepny bufor dla Dpnl, 5 ug DNA, 0,04 ug/ul
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BSA, 50 U Dpnl. Reakcje inkubowano 3 godziny w temperaturze 37°C. Otrzymanym DNA

transformowano komorki bakteryjne E.coli.

W celu otrzymania konstruktu DNA PO-ANp53(int2-mut)-Luc wykorzystany zostat
zestaw Quik Change Site-Directed Mutagenesis Kit firmy Agilent. Calg procedure
przeprowadzono zgodnie z zaleceniami producenta. W pierwszym etapie wykonano reakcje
PCR, ktora w 50 ul zawierata 50 ng konstruktu dsDNA PO-ANp53(int2)-Luc, 5 ul buforu
reakcyjnego 10 x, 125 ng startera  Fstop-mut 5-ACCTATGGAAACTG
GGAGTGGATCCATTGG-3’, 125 ng startera Rstop-mut 5-CCAATGGATCCACTCCCA
GTTTCCATAGGT-3" , 1 ul dNTP oraz 25 U polimerazy DNA Pfu Turbo.
Warunki temperaturowe reakcji byly nastepujace: 95°C—30s oraz 12 cykli: 95°C-30s,
55°C-1 min, 68°C—5 min. W celu usuni¢cia niezmutowanej matrycy do mieszaniny

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

5.4.1.5. Transformacja komorek E.coli

Plazmidowy DNA wprowadzano do komoérek kompetentnych E. coli DH5a metoda
szoku cieplnego. Komoérki kompetentne rozmrazano w lodzie przez 30 minut.
Nastgpnie, 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 pul pozywki LB i komorki hodowano przez 1 godzing
w temperaturze 37°C z wytrzasaniem (200 rpm). Komorki bakteryjne (50 ul) rozprowadzano
na powierzchni szalek z pozywka LB i ampicyling. Hodowle prowadzono przez 16 godzin
w temperaturze 37°C. Bakterie pochodzace z pojedynczej kolonii 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 odczynnikow
firmy Qiagen lub Bio Basic. Otrzymane plazmidy sekwencjonowano w Pracowni
Sekwencjonowania DNA i Syntezy Oligonukleotydéw Instytutu Biochemii i Biofizyki PAN

w Warszawie lub firmie Genomed.
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5.4.2. Otrzymywanie modelowych mRNA p53 swini domowej, krowy oraz krolika

Czasteczki dsDNA, kodujace region 5'UTR 1 biatko p53 $wini domowej Sus scrofa
(Ss 5'UTR+ORF), krowy Bos taurus (Bt 5'UTR+ORF) i krolika Oryctolagus cuniculus
(Oc 5'UTR+ORF) otrzymywano w reakcji PCR na matrycy cDNA. cDNA uzyskano
w reakcji odwrotnej transkrypcji ze starterem oligo(dT) na matrycy calkowitego RNA,
wyizolowanego z watroby powyzszych organizméw. W przypadku dsDNA Ss 5'UTR+ORF
wykonano jedna reakcje PCR ze starterem Fss1T7 (posiadajacym sekwencj¢ promotora T7)
i RssFL. Z kolei otrzymywanie dsDNA Bt i Oc odbywalo si¢ dwustopniowo. W pierwszej
reakcji PCR stosowano startery Fbt i RbtFL dla dsDNA Bt oraz Foc i RocFL dla dsDNA Oc.
W kolejnej reakcji PCR wykorzystano startery FbtT73G i FocT7G, w celu dodania do konca
5" dsDNA sekwencji promotora T7. Mieszanina reakcyjna zawierata 75 mM Tris-HCI pH 8,8,
20 mM (NH4)2SOs4, 0,01% Tween 20, 1,5-2 mM MgCl,, 200 mM kazdego ANTP, 0,5 uM
startery, 1,2 pl cDNA lub 1 ng/ml dsDNA oraz 0,3 U/ml Tag DNA polimerazy.
Warunki reakcji byty nastepujace: 95°C—5 min, a nastepnie 30 cykli: 95°C— 30 sek., 62°C
(dla Ss), 58°C (dla Bt), 60°C (dla Oc)-30 sek., 72°C-2 min i1 koncowe wydtuzanie
72°C-10 min.

Tabela 7. Startery stosowane do otrzymywania modelowych konstruktow mMRNA p53 wybranych

organizmow
Nazwa Sekwencja 5’-3’ Otrzymywanie
startera
dsDNA 5'UTR+ORF

Fss1T7 TAATACGACTCACTATAAAAAGTCCAGGGC dsDNA Ss
RssFL TCAGTCTGAGTCAGGTCCTTCTCTCTTGAACATCG dsDNA Ss
Fbt TAAAGTCCAGAGCCACCATCC dsDNA Bt
FbtT73G TAATACGACTCACTATAGGGTAAAGTCCAGAGC dsDNA Bt
RbtFL TCAGTCTGAGTCAGGTCC dsDNA Bt
Foc GGCAGGAGACCGTCCGGGAAGC dsDNA Oc
FocT7G TAATACGACTCACTATAGGGCAGGAGACCGTCCGGGAAGC dsDNA Oc
RocFL TCAGTCTGAGTCAGGCCCCTCTCTC dsDNA Oc
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5.4.3. Transkrypcja in vitro

Wszystkie analizowane czasteczki MRNA otrzymano przy uzyciu zestawu do
transkrypcji firmy Epicentre Biotechnologies (AmpliScribe™ T7, T3, and SP6 High Yield
Transcription Kit), zgodnie z wytycznymi producenta. Jako matryce stosowano czgsteczki
dsDNA otrzymane w reakcji PCR lub plazmidy uprzednio poddane linearyzacji. Mieszanina
reakcyjna zawierala 0,5-1 pg matrycowego dsDNA, bufor transkrypcyjny, 7,5 mM
mieszaning NTP, 20 mM DTT oraz 2 pul mieszaniny polimeraz RNA. Reakcje prowadzono
przez 2-4 godziny w temperaturze 37°C. Nast¢pnie, dodawano 1 U DNazy I i inkubowano
10 minut w temperaturze 37°C. Transkrypty oczyszczano z wykorzystaniem zestawu RNeasy
Min Elute Cleanup Kit firmy Qiagen lub Clean-Up and Concentration Kit firmy Norgen.
Otrzymane transkrypty rozdzielano w zelu agarozowym w obecno$ci buforu 1x TAE w celu

analizy jakosSciowe;.

W reakcjach majacych na celu otrzymanie MRNA z wbudowanym na koncu 5'
analogiem kapu ARCA i ApppG, dodawano analog do koncowego stezenia 3 mM obnizajac
jednoczesnie stezenie GTP do 0,75 mM.

5.4.4. Mapowanie miejsc w mRNA dostepnych do hybrydyzacji za pomoca bibliotek
kombinatorycznych DNA i RNazy H

0,5 pmola RNA P1-ANp53-Luc poddawano denaturacji — renaturacji w buforze
zawierajagcym 40 mM Tris-HCI pH 8,0, 40 mM KCI, 10 mM MgCl, 1 mM DTT, 0,1 mM
EDTA przez podgrzanie w 65°C przez 2 minuty i powolne schtodzenie do 37°C.
Nast¢pnie dodawano RNaze¢ H z Escherichia coli do koncowego stgzenia 250 U/ml. Reakcje
cigcia indukowano poprzez dodanie do czterech probek jednej z czterech bibliotek
kombinatorycznych 6-meréw DNA (koncowe stgzenie 200 uM). Koncowa objetos¢ probki
wynosita 10 pl. Mieszaniny reakcyjne inkubowano w temperaturze 37°C przez 10 i 30 minut.
Reakcje zatrzymywano poprzez dodanie rownej objetosci 20 mM EDTA. Produkty cigcia
byly oczyszczane poprzez ekstrakcje fenolem pH 4,5 oraz mieszaning chloroform — alkohol
izoamylowy, a nastepnie wytrgcano je za pomoca trzech objetosci 96% etanolu w obecnos$ci

0,3 M octanu sodu pH 5,2 i glikogenu (20 mg/ml) w -20°C.
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5.4.5. Cigcia indukowane przez RNaze H z E.coli w obecnosci oligonukleotydow
antysensowych

2,5 pmola MRNA P1-ANp53-Luc znakowanego na koncu 5' izotopem 32P
renaturowano w buforze zawierajacym 40 mM Tris-HCI pH 8,0, 40 mM KCI, 10 mM MgClo,
1 mM DTT, 01 mM EDTA ogrzewajac przez 2 minuty w temperaturze 37°C.
Nastepnie dodawano RNaze H z E.coli do koncowego stezenia 250 U/ml. Reakcje cigcia
indukowano poprzez dodanie oligonukleotydy antysensowego nr 1 w formie
niemodyfikowanej i gapmeru do koncowego stezenia 2 uM. Po 10 i 30 minutowej inkubacji
w temperaturze 37°C, reakcje zatrzymywano poprzez dodanie EDTA do koncowego st¢zenia
100 mM. Wykonano réwniez reakcje kontrolne bez dodania RNazy H. Wszystkie reakcje
uzupetniono woda do koncowej objetosci 100 pl. Produkty cigcia oczyszczano poprzez
ekstrakcje fenolem 1 stragcano w standardowych warunkach w obecnosci glikogenu
(20 mg/ml). Produkty reakcji analizowano w 8% zelu poliakryloamidowym, w warunkach
denaturujacych. Przed natozeniem na zel probki denaturowano przez 2 minuty

w temperaturze 95°C w 8 M moczniku z barwnikami elektroforetycznymi.

5.4.6. Ograniczone trawienie RNA rybonukleazg T1 w warunkach semidenaturujacych

Do znakowanego radioizotopowo mRNA dodawano bufor do trawienia rybonukleaza
T1 w stosunku 1:5. Mieszaning inkubowano 2 minuty w temperaturze 100°C, po czym
przenoszono na suchy 16d. Nastgpnie, dodawano 0,2 U rybonukleazy TI.
Reakcje ograniczonego trawienia prowadzono przez 10 minut w temperaturze 55°C,
po czym zatrzymywano reakcje przez przeniesienie probki na suchy 16d. Produkty reakcji

analizowano z wykorzystaniem elektroforezy w warunkach denaturujacych.

5.4.7. Doswiadczenia wykonywane w lizacie z kréliczych retikulocytéw (RRL)
4.5.7.1. Translacja in vitro

Wszystkie reakcje translacji in vitro prowadzono w RRL S$cisle wedlug zalecen
producenta (Promega). Produkty reakcji analizowano z wykorzystaniem elektroforezy w zelu
poliakryloamidowym w warunkach denaturujacych. Przed reakcja, 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 aminokwasoéw
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(bez metioniny), 1 pl L-[S*] metioniny (1000 Ci/mmol), 40 U inhibitora rybonukleaz i wode
do koncowej objetosci 25 ul. Reakcje prowadzono 90 minut w temperaturze 30°C, po czym
przenoszono do lodu. W celu degradacji mRNA, do 5 pl mieszaniny reakcyjnej dodawano
rybonukleaze A do koncowego stezenia 0,2 mg/ml i inkubowano przez 5 minut
w temperaturze 25°C. Nastepnie, dodawano 20 pl roztworu SSB. Bezposrednio przed
elektroforezg, proby denaturowano przez 2 minuty w temperaturze 80°C. Z tak przygotowanej
mieszaniny do kieszonek w zelu nanoszono po 5ul. Natezenie pradu podczas migracji bialek

w warstwie zelu zageszczajacego wynosito 15 mA, a w warstwie zelu rozdzielajacego 30 mA.

W przypadku reakcji translacji in vitro z wolnym analogiem kapu koncowe stezenie
m’G(5)ppp(5)G w reakcji wynosito 5-750 uM. Przed dodaniem MRNA mieszaning
reakcyjng inkubowano w obecnos$ci analogu kapu 1 rownomolowych ilosci octanu magnezu

przez 15 minut w temperaturze 30°C.

W przypadku reakcji translacji prowadzonej w obecno$ci oligonukleotydow
antysensowych mRNA byt preinkubowany w mieszaninie translacyjnej przez 2 minuty
w temperaturze 30°C, po czy dodawane byly oligonukleotydy antysensowe do koncowego

stezenia 0,5 1 2 uM. Reakcje translacji kontynuowano w temperaturze 30°C przez 90 minut.

5.4.7.2. Analiza komplekséw rybosomalnych 48S i 80S w RRL tzw. ,,odcisk palca”

Tworzenie komplekséw rybosomalnych 48S i 80S na mMRNA P1-p53-Luc,
P1-ANp53-Luc i P1-ANp53(int2)-Luc analizowano przeprowadzajac reakcje inhibicji
odwrotnej transkrypcji w RRL tzw. metodzie ,,odcisku palca”. W celu otrzymania ,,odcisku
palca” dla kodonu AUG2 w mRNA P1-ANp53-Luc i P1-ANp53(int2)-Luc oraz kodonu
AUGl1 w mRNA P1-p53-Luc wykorzystano starter DNA Rluc330 hybrydyzujacy
do sekwencji kodujacej lucyferaze Renilla (Tabela 8.) oraz procedurg opisang przez Dmitriev
i wsp. [170]. Mieszanina reakcyjna zawierata 7,14 ul RRL, 10 U inhibitora rybonukleaz oraz
13 mM octan magnezu. W reakcji kontrolnej Knoo lizat zastgpiono rowng objetoscia wody.
Aby zatrzyma¢ kompleksy rybosomalne 48S i 80S, RRL traktowano oddzielnie odpowiednio
GMP-PNP (5'-guanylo- imidofosforan) o koncowym stezeniu 2 mM lub cykloheksimidem 0
koncowym stgzeniu 1mg/ml lub réwna objetos¢ wody dla reakcji kontrolnej w RRL KRrre.
Wszystkie proby inkubowano przez 5 minut w temperaturze 30°C. Nastepnie do mieszaniny

dodawany byt 1 pmol mRNA zawierajacy kap na koncu 5'. Po 5 minutowej inkubacji
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w temperaturze 30°C,do kazdej reakcji dodawano okoto 5 pl startera DNA znakowanego
izotopem 2P na koncu 5'i 8 pl mieszaniny do odwrotnej transkrypcji RT-MIX zawierajace;
0,6 ul 320 mM MgAc, 1 ul 10 mM dNTP, 1 ul 10 x buforu Reconstitution, 4,9 ul wody i 5 U
odwrotnej transkryptazy AMV. Reakcja odwrotnej transkrypcji przebiegata przez 10 minut

w temperaturze 30°C.

Tabela 8. Startery zastosowane do identyfikacji ,,odcisku palca”

Nazwa Sekwencja startera 5'-3' Identyfikacja komplekséw
startera rybosomalnych
dla kodonu: w mRNA:
Rdlug TCCATTGCTTGGGACGGCAAGG AUG1 P1-ANp53-Luc
Rluc330 TAATAAATGAATCAAGAACATTC AUG1 P1-p53-Luc
AUG2 P1-ANp53-Luc,
P1-ANp53(int2)-Luc
E2R CTTCCCACAGGTCTCTGCTAGG AUG1 P1-ANp53(int2)-Luc

W celu identyfikacji kompleksow rybosomalnych dla AUGI w mRNA P1-ANp53-Luc
zastosowany zostal starter DNA Rdlug, komplementarny do nukleotydow 232-257
oraz starter E2R komplementarny do nukleotydéw 63-84 w obrgbie intronu 2 w mRNA
P1-ANp53(int2)-Luc. W tym przypadku reakcje inhibicji odwrotnej transkrypcji
przeprowadzono wedtlug protokotu opisanego przez Gould i wsp. [214] z niewielkimi
modyfikacjami. 10 pmoli startera znakowanego radioaktywnie na koncu 5’ zmieszano z 1,28
pmolami mRNA, posiadajagcego kapu na koncu 5 i 50 mM Tris-HClI pH 7,5.
Mieszaning podgrzano w 68°C przez 2 minuty, a nastgpnie schtodzono przez 8 minut na
lodzie. Nastgpnie mRNA taczono z mieszaning translacyjna, ktora zawierata 8,75 ul RRL, 20
pM mieszaning aminokwasow bez metioniny, 20 uM mieszaning aminokwasow bez leucyny
oraz 0,5 U/ul inhibitora rybonukleaz. Reakcja zawierata cykloheksimid o koncowym stezeniu
0,5 mg/ml. Reakcje kontrolne zaréwno w RRL jak i w wodzie zamiast cykloheksimidu
zawieraly takg samg ilo$¢ wody. Wszystkie reakcje inkubowano w temperaturze 30°C przez
20 minut. Nastepnie pobrano 4 ul z kazdej mieszaniny reakcyjnej w celu przeprowadzenia
odwrotnej transkrypcji, ktora w koncowej objetosci 20 ul zawierata: 50 mM Tris-HCI pH 7,5,
40 mM KCI, 3,5 mM MgAcz, 5 mM DTT, 0,8 mM dNTP, 0,5 mg/ml Cx, 1,5 U/ml inhibitora
rybonukleaz i 5 U/ml odwrotnej transkryptaze SuperScriptlll i przebiegata w 25°C przez
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10 minut. Otrzymane cDNA oczyszczano poprzez ekstrakcje fenolem i mieszaning
chloroformu z alkoholem izoamylowym oraz stragcano za pomoca 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 8 M

moczniku z barwnikami elektroforetycznymi.

5.4.7.3. Analiza cie¢ RNaza H w obecnosci oligonukleotydéw antysensowych w RRL

W celu indukowania cig¢ przez RNaze H obecng w RRL 2,5 pmola mRNA
P1-ANp53-Luc znakowanego na konicu 5’ izotopem 32P inkubowano w 65°C przez 2 minuty,
a nastgpnie schtodzono na lodzie przez 5 minut. mMRNA zmieszano z 17,5 ul RRL
i inkubowano przez 5 minut w 30°C. W celu indukcji cig¢ RNazag H dodawano
oligonukleotydy antysensowe nr 1 i nr 7b w formie niemodyfikowanej, gapmeru
1 2'-O-metylowanej do koncowego stg¢zenia 2 pM. Po 30 minutowe]j inkubacji w 30°C
wszystkie reakcje umieszczano w lodzie. Produkty cigcia izolowano przy uzyciu odczynnika
TriReagent wedlug =zalecen producenta. Produkty reakcji analizowano w 8% zelu
poliakryloamidowym, w warunkach denaturujacych. Przed natozeniem na Zel probki
denaturowano przez 2 minuty w temperaturze 95°C w 8 M moczniku z barwnikami

elektroforetycznymi.

5.4.8. Odwrotna transkrypcja z radioaktywnie znakowanym starterem DNA

Miejsca ciecia w RNA indukowane jonami Pb?" (rozdziat 5.4.13.2), a takze miejsca
cigcia RNazg H w obecnosci biblioteki 6-meréw DNA (rozdziat 5.4.4.) analizowano w reakcji
odwrotnej transkrypcji. Do 2 pmoli RNA dodawano 2 pmole startera DNA znakowanego
radioizotopowo na koncu 5' oraz wode do koncowej objetosci 12 pl. RNA denaturowano
przez 1 minutg w temperaturze 95°C i przenoszono na 10 minut do lodu. Do RNA dodawano
8 ul mieszaniny zawierajacej 50 mM Tris-HCI pH 8,3, 75 mM KCI, 3 mM MgCl2, 6 mM
DTT, 0,5 mM kazdego z dNTP oraz 50 U odwrotnej transkryptazg M-MuLV.
Reakcje prowadzono przez 1 minut¢ w temperaturze 45°C, 10 — 60 minut w temperaturze
52°C, a nastgpnie przez 5 minut w temperaturze 65°C. Po zakonczeniu reakcji, w celu
degradacji RNA, dodawano 1 ul 4M NaOH i inkubowano 5 minut w temperaturze 95°C.
Reakcje zobojetniano przez dodanie 25 pl 160 mM Tris-HCI. Otrzymane cDNA stragcano,
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wirowano, suszono i rozpuszczano w 20 ul wody. Produkty reakcji analizowano w 8% zelu
w warunkach denaturujacych. Przed natozeniem na zel, probki denaturowano przez 2 minuty
w temperaturze 95°C w 8 M moczniku z barwnikami elektroforetycznymi. W celu otrzymania
produktéow reakcji sekwencjonowania, dNTP =zastgpowano mieszaning ddNTP:dNTP

w stosunku 4:1 (koncowe st¢zenia w reakcji: 0,2 mM ddNTP, 0,05 mM dNTP).

5.4.9. Transfekcja komoérek Hela i MCF-7 modelowymi mRNA i oligonukleotydami
antysensowymi

Dwadziescia cztery godziny przed transfekcja 2x10° komoérek HeLa i MCF-7 w 2 ml
kompletnego medium wysiewano do dotka w 12-dotkowej ptytce. W dniu transfekcji, gdy
konfluencja komoérek wynosita 80-90%, usuwano kompletne medium, komorki przemywano
roztworem soli fizjologicznej PBS, tak aby nie dopusci¢ do ich wysychania. Naste¢pnie 3,2 ul
odczynnika wzmacniajacego transfekcje Enhancer R mieszano z buforem ER-C
oraz z roéwnomolowymi iloSciami kapowanego modelowego mRNA oraz kapowanego
i poliadenylowanego mRNA lucyferazy Firefly, tak aby koncowa objetos¢ wynosita 100 pl.
Catkowita ilos¢ mRNA wprowadzanego do komorek wynosita 1,6 ug. Do transfekcji nie
stosowano mRNA ktorego wyjsciowe stezenie byto nizsze niz 0,1 pg/ul. Po 5 minutowej
inkubacji w temperaturze pokojowej, dodawano 6 ul odczynnika do transfekcji
TransMessenger. Utworzony w ten sposob kompleks z mRNA, mieszano z 300 pl
odpowiedniego medium bez antybiotykéw i surowicy, i dodawano kroplami na komorki.
Po 3 godzinach inkubacji w temperaturze 37°C i 5% CO2, kompleks mRNA-TransMessenger
usuwano z dotkéw, komorki przemywano 500 pul PBS i dodawano 2 ml $§wiezego medium

zawierajgcego antybiotyki i surowicg¢ i inkubowano przez kolejne 4 godziny.

5.4.10. Pomiar aktywnosci biatek reporterowych lucyferazy Renilla i Firefly

Do pomiaru ilosci biatka lucyferazy Renilla i Firefly stosowano handlowo dostepny
zestaw Dual-Luciferase Reporter Assay System. Cztery godzin po transfekcji modelowymi
mRNA kodujacymi lucyferaze Renilla i mRNA kontrolnym kodujacym lucyferazg Firefly,
komorki HeLa i MCF-7 poddawano lizie stosujac 250 ul buforu 1x Passive Lysis Buffer
I mieszano 20 minut w temperaturze pokojowej. Nastepnie 20 ul otrzymanego lizatu

dodawano do 100ul odczynnika LAR Il (Luciferase Assay Reagent I1), bedacego substratem
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dla lucyferazy Firefly i dokonywano pomiaru luminescencji przez 10 sekund.
Nastegpnie cato$¢ mieszano ze 100ul odczynnika Stop&Glo, ktory w pierwszej kolejnosci
wygasza luminescencje¢ lucyferazy Firefly, a nastepnie indukuje aktywnos¢ lucyferazy
Renilla. W tym przypadku pomiar trwat réwniez 10 sekund. Do pomiaru chemiluminescencji
uzywano plytek 96-dotkowych z bialym dnem 1 S$ciankami oraz czytnika ptytek 2030
Multilabel Reader VICTOR™ X4,

5.4.11. Analiza biatek metodg Western-blot

W celu otrzymania lizatu biatkowego, komorki MCF-7 po transfekcji
oligonukleotydami antysensowymi, poddawano lizie w 30 pl buforu Laemmli poprzez
inkubacje w temperaturze 95°C przez 5 minut z wytrzgsaniem. Nastepnie przeprowadzono
elektroforez¢ otrzymanych biatek w poliakryloamidowym zelu biatkowym w warunkach
denaturujacych. Przed przystapieniem do transferu biatek, zel ptukano w buforze do transferu,
a membrang PVDF ptukano przez 10 sekund w metanolu, nast¢pnie przemywano ja woda
i plukano przez 5 minut w buforze do transferu. Transfer bialek z Zzelu na membrang
prowadzono przez 1 godzing przy napigciu pradu 70 mA w aparacie Trans-blot SD Semi-Dry
Transfer cell. Po transferze, membrang blokowano za pomocg buforu zawierajacego 0,1%
Tween 1 1x TBS przez 1 godzing w temperaturze pokojowej. Nastgpnie, membrane ptukano
3 razy w buforze 1x TBS przez 10 min. W celu identyfikacji biatka p53, membrang
inkubowano przez 1 godzing w temperaturze pokojowej z I-rzedowym mysim przeciwcialem
PAb 1801 rozcienczonym w stosunku 1:600 w 0,1 % Tween i 1x TBS. Po inkubacji,
membrang ptukano 3 razy buforem zawierajacym 0,1% Tween 1 1x TBS przez 15 minut.
Nastgpnie membrang inkubowano z przeciwcialem II-rzedowym IgG skoniugowanym
z alkaliczng fosfatazg przez 1 godzing w temperaturze pokojowej. Przeciwciato rozcienczano
w stosunku 1:10000 w roztworze zawierajacym 5% mleko, 0,1% Tween i 1xTBS.
Po inkubacji membrane ptukano 3 razy w buforze 0,1% Tween i 1x TBS. Tak przygotowang
membrang poddawano detekcji za pomocg reakcji barwnej z odczynnikiem Pierce ECL

Western Blotting, w celu wykonania autoradiografii.

W celu identyfikacji biatka dehydrogenazy aldehydu 3-fosfoglicerynowego GAPDH
stosowano I-rzegdowe przeciwciatlo GAPDH A3 (Santa Cruz), ktore rozcienczano w stosunku

1:100 w roztworze zawierajacym 5% mleko, 0,1% Tween i 1xTBS.
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5.4.12. Pétilosciowa analiza poziomu mRNA metoda RT-PCR

Po transfekcji komoérek MCF-7 oligonukloetydami antysensowymi, izolowano
calkowity RNA za pomoca odczynnika TriReagent zgodnie z protokotem, opisanym
wczesniej w rozdziale 5.3.8. W celu otrzymania cDNA, 300 ng wyizolowanego catkowitego
RNA potaczono ze 100 ng startera oligo(dT) i inkubowano w temperaturze 65°C przez
5 minut, a nastgpnic 5 minut w lodzie. Nast¢pnie przeprowadzano reakcje odwrotnej
transkrypcji, ktora zawierata: 0,5 mM dNTP, 5 mM DTT, 1x bufor reakcyjny, 2 U/ul
inhibitora RNaz oraz 100 U odwrotnej transkryptaze SuperScript Ill. Reakcje inkubowano
najpierw przez 1 godzing w temperaturze 50°C, nast¢pnie w temperaturze 70°C przez
15 minut, po czym schtadzano jg 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 inkubacj¢ w temperaturze 70°C przez 10 minut. Otrzymany
cDNA stanowit matryce w reakcji PCR ze starterami specyficznymi dla p53 Fkrot 5'-
CTAGAGCCACCGTCCAGGGGAGC-3’ [ R295: 5-GTCTTGGCCAGTTGG
CAAAACATC-3' i B-aktyny Factin: 5-AGAGCAAGAGAGGCATCCTG-3' i Ractin:
5-CGACGTAGCACAGCTTCTCC-3'". Sktad mieszaniny reakcyjnej byt nastepujacy: 1,2 ul
cDNA, 75 mM Tris-HCI pH 8,8, 20 mM (NH4)2SO4, 0,01% Tween 20, 200 pM mieszaniny
dNTP, 15 mM MgCl, , 0,5 mM starterow oraz 30 U/ml DNA polimerazy Tag.
Reakcja przebiegata w nastepujacych warunkach: preinkubacja w temperaturze 95°C przez 5
minut, 30 cykli obejmujacych 95°C-30 sekund, 60°C (dla B-aktyny) i 62°C (dla p53)-30
sekund, 72°C-30 sekund, a nastepnie koncowe wydtuzanie 72°C-5 minut. 5 pl kazdej probki
DNA obcigzano roztworem do obcigzania probek DNA 1 rozdzielano w 1% zelu

agarozowym.

5.4.13. Mapowanie struktury drugorzedowej RNA
5.4.13.1. Mapowanie struktury drugorzedowej RNA z wykorzystaniem techniki SHAPE

Przed reakcja modyfikacji, 20 pmoli mRNA zawieszonego w 20 pul buforu
zawierajacego 10 mM Tri-HCI pH 8,0, 100 mM KCI, 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 wode do koncowej objetosci 146 pl i inkubowano
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10 minut w temperaturze 37°C. Mieszaning dziclono na dwie réwne cze¢sci. Do jednej
dodawano 7,3 ul 55 mM NMIA rozpuszczonego w bezwodnym DMSO, a do drugiej 7,3 pl
bezwodnego DMSO (reakcja kontrolna). Koncowe stezenie NMIA w reakcji wynosito 5 mM.
Reakcje modyfikacji prowadzono przez 50 minut w temperaturze 37°C po czym MRNA
strgcano, wirowano, suszono i rozpuszczano w 10 ul 10 mM Tris-HCI pH 8,0 z 0,1 mM
EDTA.

5.4.13.2. Ciecia RNA indukowane w obecnosci jonéw Pb?*

Przed reakcja cigcia, 130 pmoli MRNA renaturowano w buforze zawierajacym 40 mM
NaCl, 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. Mieszaning rozdzielano na 4 probki i do
kazdej dodawano $wiezo przygotowany roztwor octanu otowiu, do uzyskania koncowych
stezen 0,25, 0,5 i 1 mM. Reakcje prowadzono 3 minuty w temperaturze 37°C i zatrzymywano
przez dodanie buforu ,,stop” w stosunku 1:1 oraz przenoszono do suchego lodu. W kolejnym
etapie, wykonywano reakcje odwrotnej transkrypcji z wykorzystaniem odwrotnej
transkryptazy M-MuLV i radioaktywnie znakowanym starterem DNA. Produkty reakcji

analizowano w 8% zelu poliakryloamidowym w warunkach denaturujgcych.

5.4.13.3. Modyfikacja chemiczna RNA za pomocg siarczanu dimetylu DMS

Przed reakcja modyfikacji 10 pmoli mMRNA w 100 mM NaCl w koncowej objgtosci
160 pl denaturowano w 90°C przez 3 minuty i schtodzono do 4°C w tempie 0,1°C/sekunde.
Mieszaning reakcyjna zawierajaca 10 pmoli RNA, 10 mM Tris-HCI pH 7,5, 10 mM MgCly,
40 mM NaCl podawano denaturacji-renaturacji w temperaturze 65°C przez 5 minut
i inkubacje w 90°C przez 3 minuty a nastgpnie schtadzano do 4°C w tempie 0.1°C/sekundg.
Do mieszaniny zawierajacej RNA dodawano bufor o koncowych stezeniach 50 mM HEPES
pH 8,0, 5 mM MgCl,, 100 mM NaCl i inkubowano w temperaturze 37°C przez 10 minut.
Nastepnie, dodawano 10% roztwér DMS w etanolu (koncowe stezenie DMS w reakcji
wynosito 0,25%). Reakcje prowadzono 5 minut w temperaturze 37°C 1 zatrzymywano przez
umieszczenie w lodzie i dodanie 3 objgtosci 96% etanolu. MRNA stracano w obecnosci

glikogenu. Miejsca modyfikacji identyfikowano w reakcji odwrotnej transkrypcji
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wykorzystujac zestaw odczynnikéw SuperScript I1I oraz fluorescencyjnie znakowany zestaw

starterow DNA.

5.4.13.4. Modyfikacja chemiczna RNA w RRL za pomocg siarczanu dimetylu DMS

10 pmoli mRNA zawieszonego w 100 mM KCI poddawano denaturacji przez
3 minuty w temperaturze 90°C, po czym schtadzano do temperatury 4°C w tempie 0,1°C
na sekunde. Nastepnie dodawano MgCI, tak aby koficowe stezenie jonow Mg?* wynosito
0,5 mM i inkubowano w temperaturze 37°C przez 10 minut. Do mieszaniny zawierajacej
MRNA dodawano 17,5 ul RRL oraz wodg do koncowej objetosci 23,75 pul. Po 10 minutowe;j
inkubacji w temperaturze 30°C dodawano 5% DMS rozpuszczonego w etanolu do koncowego
stezenia w reakcji 0,25%. W reakcji kontrolnej DMS zastgpiono takg samg ilo$cig etanolu.
Wszystkie reakcje inkubowano w temperaturze 30°C przez 2 minuty. Reakcje modyfikacji
zatrzymywano poprzez dodanie zimnego B-merkaptoetanolu do koncowego stezenia 10%.
Nastepniec MRNA izolowano z mieszaniny reakcyjnej z wykorzystaniem odczynnika
TriReagent. Miejsca modyfikacji identyfikowano w reakcji odwrotnej transkrypcji
wykorzystujac zestaw odczynnikéw SuperScript I1I oraz fluorescencyjnie znakowany zestaw

starterow DNA.

5.4.13.5. Odwrotna transkrypcja z fluorescencyjnie znakowanymi starterami DNA

Wyniki mapowania struktury drugorzedowej RNA za pomoca ci¢¢ indukowanych
w obecnosci jonéw Pb%" wizualizowano z wykorzystaniem autoradiografii lub ekranow
odwzorowujacych i skanera FLA-5100 z oprogramowaniem MultiGauge (Fuji Film)
(rozdziat 5.4.8.). Natomiast, modyfikacje chemiczne za pomoca NMIA 1 DMS
identyfikowano w reakcji odwrotnej transkrypcji z fluorescencyjnie znakowanymi starterami.
Nastepnie fragmenty cDNA poddawano wysokorozdzielczej elektroforezie kapilarnej na
sekwenatorze ABI 3130 xlI (Wydzialowa Pracownia Technik Biologii Molekularnej, Wydziat
Biologii, Uniwersytet im. Adama Mickiewicza w Poznaniu), a otrzymane wyniki w postaci

pikoéw analizowano z wykorzystaniem programu ShapeFinder [155].

W celu identyfikacji miejsc podatnych na modyfikacjc NMIA i DMS stosowano
fluorescencyjnie znakowany starter DNA Rluc 330 5-TAATAAATG
AATCAAGAACATCC-3', hybrydyzujacy do sekwencji kodujacej lucyferaze Renilla.
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Ten sam starter byt znakowany czterema réoznymi barwnikami VIC (reakcja z odczynnikiem
modyfikujacym), 6-FAM (reakcja kontrolna), PET (reakcja sekwencjonowania z ddT) i NED
(reakcje sekwencjonowania z ddA i ddG). Mieszanina reakcyjna zawierata 50 mM Tris-HCI
pH 8,3, 75 mM KCI, 3 mM MgCl,, 6 mM DTT, 500 uM kazdego dNTP i 50 U odwrotnej
transkryptazg SuperScriptlll. Proby inkubowano w temperaturze 45°C przez 1 minutg,
w temperaturze 52°C przez 1 godzing a nastgpnie W temperaturze 65°C przez 5 minut.
Po zakonczeniu reakcji, w celu degradacji RNA, dodawano 1 pl 4M NaOH i inkubowano
5 minut w temperaturze 95°C. Reakcje zobojetniano przez dodanie 25 ul 160 mM Tris-HCI.
Fragmenty cDNA otrzymane we wszystkich czterech reakcjach ze starterem znakowanym
VIC, FAM, PET i NED 1aczono i rozpuszczano w formamidzie, a nastgpnie poddawano

rozdziatowi elektroforetycznemu na jednej kapilarze.
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