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Rozprawa doktorska Pani Gorskiej wpisuje &i jeden z nurtdw badawczych zespotu
Profesora Jerzego Ciesiotki dotycy znaczenia sygnatow sekwencyjnych i strukturainyc
zawartych w regionie 5’UTR ktore decyduwy losach danego mRNA, wyborze odpowiednigj
otwarte] ramki odczytu oraz efektyw§ep translacji. Model badastanowito wielofunkcyjne
biatko p53 peilnjice rok stabilizatora genomu i supresora nowotworowegoz ora
syntetyzowana z tego samego mMRNA krotsza od stkonga aminowego izoformANp53.
Zagadnienie to jest wae biogc pod uwag wiasciwos¢ tworzenia przez izoformANp53
heterodimeru z biatkiem p53 petnej dhigo Dzieki tej wiasciwosci izoformaANp53 dziata
jako swoisty reduktor stenia czynnego p53 w komorce i ma w konsekwenajtrigt wptyw
na cykl komorkowy.

W pierwszej cegsci rozprawy autorka koncentrowatae sha identyfikacji oraz badaniu
znaczenia sygnatow zawartych w regionie 5’'UTR wnsfacji obu izoform, w tym
potwierdzeniu wysipowania IRESifternal rybosomal entry site) oraz na probie wygaienia
funkcjonalnej wspotzalmosci tych sygnatow w regulacji inicjacji translacjPodegcie
badawcze Pani Gorskiej polegato na zastosowaniumsedelowych reporterowych mRNA
zawieragcych odpowiednie fragmenty regionu 5’UTR, pgtek sekwencji koduage) p53
oraz ORF lucyferazy. W przygotowaniu $zie@@ konstrukcji reprezentggych mRNA
reporterowe brata pod uwaglternatywny start transkrypcji (odpowiednio A®L) poniewa
obecnd¢ sekwencji pomidzy promotorami PO a P1 mogta mistotny wptyw na struktigr
regionu 5UTR mRNA p53. Ponadto obecny tylko w ndlgch produktach skladania mRNA

p53 intron 2 wprowadzagy potencjalnie dodatkowy sygnat regulacji tranglacregionie
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5'UTR powyzej kodonu start AUG2 dla izoformgNp53, zostaty w grupie modelowych
MRNA p53 réwnie uwzgkdnione. Testy funkcjonalne wykonywane bytitro, w lizatach
retykulocytarnych krolika oraz w transfekowanychmi@kach ludzkich. Liczba emych
analiz zastosowanych w tejedzi rozprawy oraz uzyskanych danych jest wysoké&.dd/ nich
dwie grupy danych wydaj mi si szczegolnie interesage. Po pierwsze grupa danych
pokazujca, ze obecné&t regionu ponygdzy promotorem PO i P1 prowadzi do znacznego
obnizenia wydajnéci translacji uwarunkowanego drastycznymi zmianamistrukturze
regionu terminalnego 5’'UTR. Wynik ten ilustruje asty wptyw wyboru miejsca startu
transkrypcji, sp&rdd dosgpnych alternatywnych miejsc transkrypcji danego ugena
wydajnai¢ translacji kodowanego w nim biatka. Po drugie gruganych pokazgga, ze
alternatywne sktadanie mRNA p53 ktére w dojrzatyranskrypcie zachowuje intron 2
prowadzi w konsekwencji do powstania krotkiej otigaramki odczytu utworzonej przez
kodon AUG1 dla p53 oraz zawarty w tym intronie kod8TOP. Konsekwengjtego jest
ostabienie translacji inicjowanej z kodonu AUG2famony ANp53. Biogc pod uwag, ze w
tym przypadku kodon AUGL1 jest czynny sma przypuszcza ze obecnéc intron 2
powoduje, & translacja izoformyANp53 odbywa si wedlug modelu reinicjacji, ktéra
nastpuje po zakaczeniu syntezy krotkiego peptydu z kodonu AUG1. Wyen pokazuje,
ze alternatywne skladanie tego samego pre-mRN2emns&utkowa nie tylko syntez biatek o
odmiennej strukturze ale e réwnie: w istotny sposéb modulowawydajna¢ translacji.

W drugiej czsci rozprawy Pani Gorska postanowita odpowiedlziea pytanie, czy
pomimo bogatej struktury drug@dowej terminalnego regionu 5’'UTR mMRNA, kior
szczegotowo scharakteryzowata w pierwszejscizrozprawy, maliwe jest modulowanie
translacji biatka p53 oraz izoformngNp53 za pomag komplementarnych do tego regionu
antysensownych oligonukleotydow. W szczegétno czy maliwe jest opracowanie
oligonukleotydoéw antysensownych komplementarnychedponu 5’'UTR, ktére hamowatyby
translacg biatka p53 lub stymulowaty syntezzoformy ANp53? Interesapy kontekst tej
cze$ci bada stanowi doniesienia o oporgoi komorek linii niedrobno komérkowego raka
ptuc na radioterapi Ma ona najprawdopodobniej zmek z zatrzymaniem cyklu
komdrkowego spowodowanym aktywadpiatka p53. Ji wczeniej podejmowano préby
zwickszenia wraliwosci komorek nowotworowych na faietlanie poprzez hamowanie
ekspresji biatka p53 za pompoligonukleotyddow antysensownych komplementarnyoh d
regionu terminalnego 5° mMRNA p53. Jednak stosowanotym celu oligonukleotydy
antysensowne komplementarne do regionu kmdgjo jedynie biatko p53 petnej diugn

Pani Goérska postanowita sprawdzzy maliwe jest modulowanie wydajsoi translacji
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inicjowanej z kodonu AUGL1 dla biatka p53 oraz z &od AUG2 dla biatkaANp53, poprzez
dziatanie chemicznie modyfikowanych komplementamycdo regionu 5'UTR
oligonukleotydéw antysensownych. Pani Gorska zastala najpierw biblioteki
kombinatoryczne by zidentyfikowaniejsca dosjpne dla hybrydyzacji krétkich oligomeréw
DNA sktadagcych s¢ z 6-merow DNA, w powszaniu z RNaz H. Uzyskany rozkiad ¢t
zidentyfikowanych po przeprowadzeniu odwrotne] s$kagpcji i analizie w zelu
polikaryloamidowym pokazalze pomimo bogatej struktury drugedowej region 5’ jest
dostpny do hybrydyzacji z krotkimi oligomerami DNA. Naodstawie eksperymentalnych
wynikbw mapowania dogpnasci oraz analizyin silico z zastosowaniem odpowiednich
programéw, Pani Gorska zaprojektowata 10 oligontiidow antysensownych i badata ich
wptyw na translagj reporterowej konstrukcji mRNA w lizacie z kroliady retykulocytow.
Najwickszy efekt uzyskata za pompdwodch oligomeréw nazwanych 1 i 7. Ich obe&no
wptywata na translagj z obu kodondéw, AUG1 i AUG2, lecz w odmiennym stopm
stosunek iléciowy obu biatek ulegat modyfikacji. W ngphym etapie Pani Gorska
sprawdzata ten efekt w linii komorek MCF-7 wyprowadej z raka piersi. W tym podeju
oligomery 1 i 7a, zastosowata jako pochodne 2’-Qwytnei stwierdzita, ze jako takie
stanowity przeszkagw procesie translacji. Zastosowata réwni@igomery typu gamper,
ktore indukug ciecia mMRNA przez RNagzH. Okazato si, ze oba typy oligomeréw obiaty
poziom biatka p53, jednak mechanizmy tego zjawiskdy odmienne. W przypadku
oligomerow typu gamper dochodzito do atemia poziomu mRNA p53 na skutek aktyweoio
RNazy H, podczas gdy zastosowanie oligomeréw 2'-€ylo nie zmienialo poziomu
MmRNA. W tym drugim przypadku, hamowanie translapowodowane byto modyfikagj
struktury drugorgdowej regionu 5’UTR. Wynik ten wskazuje na istotmieaczenie w tych
biatek dwoch motywow typu spinki w 5’UTR zarownotvanslacji z kodonu AUG1 (p53)
jak AUG2 (ANp53). Niestety w komaorkach nie udate grdznicowa: ekspresji obu izoform a
jedynie zmient poziom biatka p53. Pomimo to, przeprowadzone badan komdrkach
pokazaly,ze taki typ regulacji sterowanej jest shivy i to stanowi istotne oggnigcie tej
czesci rozprawy.

Prae przeczytatam z diym zainteresowaniem. Przyktad jednego modelowegdlAfak
w soczewce pokazuje zonc¢ regulacji translacji w ktérej uczestniczdzne zdarzenia:
wybor startu transkrypcji ktory jest regulowany rtkawo oraz w zaleosci od stanu
fizjologicznego komorki, np. tkanka zdrowa lub tkamowotworowa. Wybor ten decyduje o
obecndci lub braku struktur drugogdowych w 5’UTR ktore w istotny sposéb wptywaja

wydajna¢ procesu translacji. Istadnrole odgrywa tutaj rownigz alternatywne skfadanie,
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ktére w tym przypadku generuje odm¢gamRNA zawierajca intron 2 wprowadzagry kodon
stop pomgdzy kodony inicjacyjne AUG1 i AUG2. Pojawiagsiv ten sposOb nowy typ
regulacji wynikagcy z UORF. Jednak brakuje mi w tej pracy élaeia dalszej perspektywy,

tzn. czy wyniki uzyskane prowaglzlo jakiegs@ nastpnego zagadnienia, ktéredzie podgte.

Drobne uwagi krytyczne dotygstosowania przez auterpojecia ,konserwatywny” zamiast
.Zzakonserwowany” lub ,zachowany w ewolucji”. Tenatt pojawia st kilkukrotnie a
znaczenie tych pe¢ jest odmienne. Niejednokrotnie zamiast stowa K&z pojawia st
stowo ,ilos¢”. W pracy autorka zasadniczo unikargonu jednak ,IRES-zatea translacja”
zamiast ,translacja zatea od IRES” razi. W rysunku 34 brakeéei B ktéra ma pokaza
struktue.

W podsumowaniu pragnpodkreli¢, ze wyznaczone szczegoétowe cele badawcze zostaty
osignicte. Autorka wykazata ei bardzo dolby znajomdcia warsztatu badawczego.
Zastosowata szeroki wachlarz technik, co odzwidtaigrofesjonalizm grupy badawczej w
dziedzinie regulacji translacji. Metodologia badeostata starannie dobrana. Praca napisana
jest bardzo jasno i jest zaopatrzona w komentargstanczajce by podzac za tokiem
myslowym autorki. Czs¢ wynikdéw uzyskanych w rozprawie Pani Goérska opubkita w
renomowanych czasopismach naukowych i zaprezetdaavaakonferencjach. Z powszych
powodow uwaam, @ przedstawiona rozprawa catkowicie spetnia wymotawgane
rozprawom doktorskim. Whnioskyj 0 dopuszczenie Pani mgr Agnieszki Gorskiej do

nastpnych etapow przewodu doktorskiego.
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