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Wykaz stosowanych skrétow

3’UTR —region 3> mRNA nie ulegajacy translacji (ang. 3 - untranslated region)

5’RACE - reakcja szybkiej amplifikacji koncow 5> mRNA (ang. rapid amplification of cCDNA ends)
5’UTR —region 5> mRNA nie ulegajacy translacji (ang. 5 - untranslated region)

CD - dichroizm kotowy (ang. circular dichroism)

cryoEM — mikroskopia krioelektronowa (ang. electron cryomicroskopy)

DBD — domena wigzagca DNA (ang. DNA binding domain)

DBTSS - baza danych miejsc inicjacji transkrypcji (ang. DataBase of Transcriptional Start Sites)
DMS — siarczan dimetylu (ang. dimethyl sulfate)

elF4A — eukariotyczny czynniki inicjacyjny 4A (ang. eukaryotic initiation factor-4A)

ESCs — embrionalne komorki macierzyste (ang. embryonic stem cells)

FBS — ptodowa surowica bydleca (ang. fetal bovine serum)

GAPDH - dehydrogenaza aldehydu 3-fosfoglicerynowego (ang. glyceraldehyde 3-phosphate
dehydrogenase)

GSP — starter specyficzny dla genu (ang. gene specific primer)
HDM2 — ligaza ubikwitynowa E3 (ang. Human double minute 2 protein)
HDMX — ang. Human double minute 4 protein

hnRNP C1/C2 — heterogenna rybonukleoproteina jadrowa (ang. heterogeneous nuclear
ribonucleoprotein C1/C2)

hnRNP L — heterogenna rybonukleoproteina jadrowa L (ang. heterogeneous nuclear
ribonucleoprotein L)

hnRNP Q — heterogenna rybonukleoproteina jadrowa Q (ang. heterogeneous nuclear
ribonucleoprotein Q)

1(0) — intensywnos¢ rozpraszania przy kacie 0°

IGF-1R — receptor insulinopodobnego czynnika wzrostu 1 (ang. insulin-like growth factor
1 receptor)



IGFBP3 — biatko wigzace insulinopodobny czynnik wzrostu (ang. insulin-like growth factor
binding protein 3)

IRES — wewngetrzne miejsce wigzania rybosomu (ang. internal ribosome entry site)

ITAF — czynniki wigzace si¢ z IRES in trans (ang. IRES trans-acting factors)

kpz — liczba par zasad wyrazona w tysigcach

Mdm2 — ‘ligaza ubikwitynowa E3’ (ang. Mouse double minute 2 homolog)

mMiRNA — mikro RNA

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

NMR — spektroskopia magnetycznego rezonansu jadrowego (ang. nuclear magnetic resonance)
nt — nukleotyd

OD - domena oligomeryzacyjna (ang. oligomerization domain)

p(r) — wykres funkcji odlegtosci migdzyczasteczkowych (ang. interatomic distance
distribution function)

Pdcd4 — biatko 4 programowanej $mierci komorki (ang. Programmed cell death protein 4)
PIC — kompleks preinicjacyjny (ang. preinitiation complex)

PRD — domena bogata w proliny (ang. prolin rich domain)

PSF — czynnik splicingowy wigzacy PTB (ang. PTB associated Splicing Factor)

PTB — biatko wigzace ciagi polipirymidynowe (ang. Polypyrimidine tract-binding protein)
RD — domena regulatorowa (ang. regulatory domain)

Rg — stata zyracji (ang. radius of gyration)

RHA — helikaza RNA A (ang. RNA helicase A)

RMB38 — biatko wigzac RNA 38 (ang. RNA binding motif)

ROS - reaktywne formy tlenu (ang. reactive oxygen species)

RPL26 — biatko rybosomalne L.26 (ang. ribosomal protein L26)

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

RT-PCR - reakcja tancuchowa polimerazy sprzezona z odwrotng transkrypcja (ang. reverse-
transcriptase polymerase chain reaction)
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SAXS — matokagtowe rozpraszanie promieniowania rentgenowskiego (ang. small-angle X-ray
scattering)

SERCA — inhibitor endo/sarkoplazmatycznej Ca?*-ATPazy (ang. inhibitor of the
sarcoplasmic/endoplasmic reticulum Ca2+-ATPase)

SHAPE — reakcja acylacji grup 2’-hydroksylowych analizowana za pomoca reakcji odwrotnej
transkrypcji (ang. selective 2'-hydroxyl acylation analyzed by primer extension)

SNP — nitroprusydek sodu (ang. sodium nitroprusside)

SNP — polimorfizm pojedynczego nukleotydu (ang. single nucleotide polymorphism)

SPFQ — czynnik splicingowy zwigzany z PTB (ang. PTB associated splicing factor)

TAD — domena transaktywacyjna (ang. transactivation domain)

TCP80 — Biatko 80 kontrolujace translacj¢ (ang. Translation Control Protein 80)

TDT — terminalna deoksyrybonukleotydylotransferaza (ang. terminal deoxynucleotidyl transferase)

Trp53 — gen mysiego biatka p53 zwigzanego z transformacja (ang. transformation
related protein 53)

U — jednostka (ang. unit)

UPR — odpowiedz na niezwinig¢te biatka (ang. unfolded protein response)
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Streszczenie

Biatko p53 jest czynnikiem transkrypcyjnym, ktére reguluje pule gendow
odpowiedzialnych m. in. za odpowiedz na stres komorkowy, regulacje cyklu komérkowego,
apoptoze, starzenie, a takze metabolizm, funkcjonowanie komoérek macierzystych i metastaze.
Badania nad rolg biatka p53 w komorce oraz nad ekspresja genu TP53 skupiajg si¢ gtownie
na ich funkcjonowaniu w organizmie ludzkim, chociaz w celu lepszego zrozumienia
zachodzacych procesow wytworzono i poddano badaniom liczne myszy transgeniczne.
Jednakze, pomimo czestego wykorzystywania myszy jako organizm modelowy, w dostepne;j
literaturze istnieja jedynie nieliczne informacje dotyczace regulacji ekspresji genu Trp53
u myszy. W szczego6lnosci, jak mozna byto przypuszcza¢, w mRNA p53 u myszy istotnym

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

Celem niniejszej pracy byta kompleksowa analiza strukturalna i funkcjonalna regionu

terminalnego 5° mRNA p53 u myszy.

Okreslono dlugosé regionu niekodujacego 5° mRNA p53 wykorzystujac metodg 5’
RACE. Stwierdzono, ze badany region moze mie¢ rdézna dlugos¢, a do dalszych badan
wybrano dwa transkrypty: najcze$ciej wystepujacy oraz najdtuzszy zidentyfikowany
transkrypt, zawierajace region niekodujgcy 5 o dtugosci odpowiednio 122 (mRNA(-122))
i 247 nukleotydow (mRNA(-247)).

Wykorzystujac mapowanie biochemiczne przeprowadzono analize¢ struktur
drugorzedowych regiondéw terminalnych 5° analizowanych mRNA oraz ich wybranych,
izolowanych elementéw struktury drugorzedowej. Dodatkowo zbadano strukture
drugorzedowa regionu terminalnego 5°, zawierajacego 166-nukleotydowy region niekodujacy
(MRNA(-166)). Transkrypt ten nie zostatl zidentyfikowany w eksperymencie 5° RACE,

jednak byl wykorzystywany we wczesniejszych pracach publikowanych w literaturze.

W kolejnej czeéci pracy wykorzystano matokagtowe rozpraszanie promieniowania
rentgenowskiego do utworzenia struktur ab initio regionu terminalnego 5° mRNA(-122) oraz
jego wybranych fragmentow. Nastepnie, otrzymane modele ab initio poréwnano z modelami
wygenerowanymi za pomocg programu RNA Composer. Na podstawie pomiardw
spektroskopii  dichroizmu kotowego wyznaczono temperatury przej$¢ fazowych oraz

podstawowe parametry termodynamiczne badanych czasteczek RNA.
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W wyniku przeprowadzonych reakcji translacji in vitro w obecnos$ci wzrastajacego
stezenia analogu kapu m’GpppG wykazano, ze inicjacja translacji mRNA(-122) i mMRNA(-166)
jest procesem zaleznym od obecnosci kapu na koncu 5> mRNA, natomiast inicjacja translacji

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

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

sugeruja, ze regulacja p53 w odpowiedzi na stres zachodzi na poziomie translacji.

Ponadto postanowiono zbadaé, od ktoérego z dwodch potencjalnych kodonow
inicjacyjnych, zlokalizowanych w mRNA p53 w odleglosci zaledwie szeSciu nukleotydow,
rozpoczyna si¢ synteza biatka p53. W tym celu skonstruowano mutanty mRNA ze zmianami
w trypletach nukleotydowych, od ktorych inicjowana jest synteza biatka i sprawdzono, jak

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

Przeprowadzono analiz¢ zachowawczosci elementéw strukturalnych zlokalizowanych
w regionie terminalnym 5’ badanych transkryptow mRNA(-122) i mMRNA(-247). Wyr6zniono
pig¢ odcinkdéw mRNA charakteryzujacych si¢ wysoka zachowawczoscig. W celu identyfikacji
biatek, ktore potencjalnie mogg oddziatywa¢ z badanym regionem mRNA(-247),

przeprowadzono analizg in silico, wykorzystujac program RBPmap.
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Abstract

Protein p53 is a transcription factor that regulates the pool of genes responsible
e.g. for the response to cellular stress, regulation of cell cycle, apoptosis, ageing, metabolism,
functioning of stem cells and metastasis. Investigation of the role of p53 protein in the cell
and on the expression of TP53 gene have mainly concerned their functioning in the human
organism, although for better understanding of the processes involving them, a number
of transgenic mice have been studied. However, even though mice have been often used
as a model system, literature provides scarce information on the regulation of expression
of Trp53 gene in mice. In particular, as expected, in the p53 mRNA in mice an important

element regulating the process of translation initiation is its 5’ non-coding region.

The aim of this study was a comprehensive structural and functional analysis

of the 5’- terminal region of p53 MRNA in mice.

The length of the 5 non-coding region of p53 MRNA was evaluated using the method
of 5> RACE to establish that this length can vary and for further studies two transcripts were
chosen: the most often occurred one and the longest identified one, containing the 5* non-
coding region of the length of 122 (MRNA(-122)) and 247 nucleotides (MRNA(-247)),

respectively.

On the basis of biochemical mapping, the secondary structures of the 5’-terminal
regions of the studied mRNA and selected isolated elements of these secondary structures
were analyzed. Moreover, the secondary structure of the 166-nucleotide-long 5’ non-coding
region (in mMRNA(-166)) was studied. This transcript was not identified in the 5° RACE

experiment, however it had been used in earlier published papers.

In the next stage of the investigation, the small angle X-ray scattering method
was employed to generate the ab initio structures of the 5’-terminal region of mMRNA(-122)
and its selected fragments. The obtained ab initio models were compared with those generated
by the RNA Composer program. The temperatures of phase transitions and basic
thermodynamical parameters of the studied RNA molecules were determined by the circular
dichroism spectroscopy.

As a result of the in vitro translations performed in the presence of increasing
concentration of the m’GpppG cap analog, it was found that the initiation of translation

of mRNA(-122) and mRNA(-166) is a process depending on the presence of the cap
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at the 5” terminus of MRNA, while the initiation of translation of MRNA(-247) is independent
of the cap presence.

A comparative analysis of the relative amounts of the protein and mRNA p53 in the
cell line of mice fibroblasts proved that the endoplasmic reticulum stress leads to slight
decrease in the p53 protein, while the genotoxic stress leads to its accumulation. In both cases
studied, the level of mMRNA did not change. The results suggest that p53 regulation in

response to stress takes place at the level of translation.

The next objective of the study was to find out which one of two potential initiation
codons, localized in mRNA p53 at a distance of only six nucleotides starts the synthesis of
p53 protein. In order to establish this, the mMRNA mutants were constructed with changes
in the nucleotide triplets which initiate the synthesis of p53 protein and the effects of these

mutations on the in vitro and in cellulo translation reactions were examined.

Finally, the conservation of structural elements localized in the 5’-terminal region
of the studied mRNA(-122) and mRNA(-247) transcripts was analyzed. Five mRNA
segments characterized by high conservation were distinguished. In order to identify the
proteins that can potentially interact with the 5’-terminal region of mMRNA(-247), the in silico

analysis using the program RBPmap was performed.
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1. Wprowadzenie

Biatko p53 jest czynnikiem transkrypcyjnym znanym jako ,,straznik genomu”, ktory
reguluje transkrypcje puli genéow odpowiadajacych m. in. za odpowiedz komorki na stres,
napraw¢ DNA, apoptoze¢ oraz cykl komdrkowy, zapewniajac tym samym stabilno$¢ materiatu
genetycznego. Ponadto, aktywno$¢ pS5S3 powigzano réwniez z regulacja metabolizmu,
reprodukcjg, starzeniem oraz funkcjonowaniem komorek macierzystych [Marcel et al. 2018].
Po raz pierwszy p53 zostato opisane w 1979 roku, jako biatko oddziatujace z antygenem T
wirusa SV40 [Lane et al. 1979]. Od tego czasu prowadzone sg intensywne badania majgce na
celu wyjasnienie roli oraz mechanizmu dziatania biatka p53. W poczatkowych latach badan
p53 zostato sklasyfikowane jako onkogen, jednak pozniejsze prace ukazaly role p53 jako
supresora procesu nowotworzenia [Finlay et al. 1989; Kastenhuber et al. 2017]. W ponad
polowie nowotworow ludzkich znaleziono mutacje w obrebie genu TP53, a u ponad 90%
pacjentow z zespolem Li-Fraumeni, czyli zespotem predyspozycji do nowotwordow
spowodowanym przez odziedziczenie zmutowanego allelu genu TP53, rozwija si¢ choroba
nowotworowa [Kaiser et al. 2018]. Ponadto, w wielu przypadkach mutacja TP53 jest
zwigzana ze zlymi rokowaniami dla pacjentow [Olivier et al. 2010; Kastenhuber et al. 2017].
Niewatpliwym potwierdzeniem roli p53 jako supresora nowotworowego byta obserwacja
spontanicznego rozwoju nowotworu ze 100% penetracja u myszy transgenicznych
pozbawionych aktywnego genu Trp53 [Bieging et al. 2014]. Istotne znaczenie p53 jako
supresora nowotworowego wykazano takze w przypadku stonia: pomimo swojego rozmiaru
zwierzeta te zasadniczo nie chorujg na nowotwory, a wlasciwos$¢ t¢ powigzano z obecnoscia

w ich genomie 20 kopii genu p53 [Sulak et al. 2016].

Na poczatku historii badan p53 koncentrowano si¢ na dziataniach majacych na celu
identyfikacj¢ oraz charakterystyke homologdéw genu oraz biatka p53 w licznych organizmach
modelowych, takich jak mysz domowa (Mus musculus) [Bienz et al. 1984; Czosnek et al.
1984; Oren et al. 1983], zaba szponiasta (Xenopus laevis) [Wang et al. 1995; Cox el al. 1994;
Soussi et al. 1987], kura domowa (Gallus gallus domsticus) [Takagi et al. 1998], $winka
morska (Cavia porcellus) [D’Ericha et al. 1999] lub muszka owocéwka (Drosophila
melanogaster) [Jin et al. 2000]. Jednak od pewnego momentu prowadzone badania zaczely
ogranicza¢ si¢ gltdéwnie do komorek ludzkich oraz genetycznie modyfikowanych myszy,
stanowigcych modele badawcze dla proceso6w zachodzacych w komorkach ludzkich. W czesci
literaturowej niniejszej pracy przedstawiona zostanie dotychczasowa wiedza dotyczaca

produktow ekspresji dwoch wybranych genow: mysiego Trp53 oraz ludzkiego TP53.

16



2. Wstep literaturowy

2.1. Gen Trp53 u myszy i kodowane przez niego transkrypty mRNA

W genomie myszy domowej (Mus musculus) biatko p53 jest kodowane przez gen
Trp53 (biatko p53 zwigzane z transformacja, ang. transformation related protein 53),
zlokalizowany na chromosomie 11, obejmujacy ok. 11,5 tys. nukleotydow?. Zidentyfikowano
réwniez niefunkcjonalng kopi¢ genu Trp53: pseudogen zlokalizowany na chromosomie 14
[Oren et al. 1983; Oren et al. 1983 (2); Zakut-Houri R et al. 1983; Czosenk et al. 1984].

Dotychczas opisano cztery transkrypty mRNA p53, z ktorych syntetyzowanych jest
7 izoform biatka p53. Pre-mRNA genu Trp53 zbudowany jest z jedenastu eksondéw i 10
introndéw, ktérych dtugos¢ waha si¢ odpowiednio pomiedzy 21 a 260 nt oraz pomigdzy 80
a 6100 nt. Dhugos¢ dojrzatego gtownego transkryptu mRNA wynosi ok. 2 tys. nukleotydow
(p53mRNAo) [Bienz et al. 1984]. W 1984 roku podjeto jedyng dotychczas opisang
w literaturze probe okreslenia dlugosci regionu niekodujacego 5° (5’UTR, region 5’ nie
ulegajacy translacji, ang. 5’- untranslated region) mRNA mysiego p53. W tym celu
przeprowadzono trawienie nukleazag S1 puli RNA w temperaturze obnizonej do 24°C,
w wyniku ktorego otrzymano trzy fragmenty RNA o dlugosci 112, 156 oraz 216 nt. Na
podstawie uzyskanych wynikdw sugerowano wystgpowanie w regionie niekodujagcym 5’
stabilnej termodynamicznie struktury typu spinki do wlosow o entalpii swobodnej AG= -56
kcal/mol. Nie mniej jednak, autorzy publikacji zwracaja uwage na fakt, ze precyzyjne
okreslenie dlugosci regionu niekodujagcego 5° mRNA nie powiodlo si¢ [Bienz et al. 1984].

Proponowany element typu spinki do wtoséw przedstawiono na rysunku 1.

, G U
5.--GUUAYGGCEACUAYCcAc—cuuuaYeccacaAGuC Ycaee 6aa-6UY "Cugeeal °c

3’---CUUGACUUC -GAU—GUC yyGAAAU-CGGUCC- CAcUcGUGCACCCUC —CCCUUUcA

Rys. 1. Proponowana struktura typu spinki do wlosow na koncu 5° mysiego mRNA p53
[na podstawie: Bienz et al. 1984].

Nastepnie analizowano mozliwe struktury drugorzgdowe dla stopniowo wydtuzanych
sekwencji mRNA p53. Stwierdzono, ze kazda z zaproponowanych struktur zawierata na

koncu 5’ wspomniang powyzej strukture¢ typu spinki do wloséw lub stabilny

1http://www.ensemb|.org/Mus_muscuIus/Location/View?db=core;g=ENSMU8600000059552;r=11:69580359-69591873
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termodynamicznie element obejmujacy 216 nukleotydow regionu niekodujacego 5° oraz 284
nt sekwencji kodujacej. Entalpia swobodna zaproponowanej struktury wynosita AG= -170

kcal/mol [Mosner et al. 1995].

Region niekodujacy 3° (3’UTR, region 3’ nie ulegajacy translacji, ang. 3-
untranslated region) mRNA sklada si¢ z 441 nt. Transkrypt mRNA p53 zaobserwowano
zarowno w komorkach zdrowych jak i rakowych [Han et al. 1992]. Oprocz opisanego
powyze] mRNA, zidentyfikowano rowniez transkrypt pS3mRNAAS, powstaty w wyniku
alternatywnego splicingu konca 3’ p53mRNAaq, efektem czego p5S3mRNAAS zawiera
dodatkowa, 96-nukleotydowa, sekwencj¢ nukleotydowg intronu 10 pomiedzy nukleotydami
1091 a 1092. Sekwencja ta zawiera kodon stop, co prowadzi do przedwczesnego zakonczenia
syntezy biatka [Arai et al. 1986]. Udowodniono, ze wystepowanie tego transkryptu stanowi
ok. 25-30% w stosunku do poziomu gldwnego transkryptu p53 i wystepuje on w komorkach
zaro6wno zdrowych, jak i rakowych [Han et al. 1992 (2), Kulesz-Martin et al. 1994]. Ponadto,
zaobserwowano obnizony poziom transkryptu pS3mRNAAS w nerkach 1 $ledzionie [Will et
al. 1995]. W 2014 roku opisano transkrypt mRNA Newp53, pozbawiony dwoch sekwencji
nukleotydowych: 140-nt pomig¢dzy nukleotydami 124 a 264 oraz 4-nt pomiedzy nukleotydami
358 a 361 [Chan et al. 2014]. Obydwa brakujace odcinki w gldownym transkrypcie mRNA

znajduja si¢ w obrebie eksonu czwartego.

—> P1
o, AS o}
i 4 :
1 2 | 3] 14 5 6 | 7 8 9 10 101 41
AUG1 AUG2 AUG3 Warianty konca C: W, a, AS
(p53) (A41p53)  (A157p53)

Rys. 2. Schematyczne przedstawienie mysiego genu Trp53. P1 oznaczono promotor transkrypcyjny
p53, pionowymi strzatkami zaznaczono miejsca inicjacji syntezy izoform biatka: p53, A41p53 oraz
A157p53. ¥, a 1 AS zaznaczono warianty splicingowe mRNA. Szarymi prostokgtami w eksonie
czwartym zaznaczono sekwencje brakujace w wariancie Newp53.

Ostatnim zidentyfikowanym wariantem mRNA p53 u myszy jest p5S3y, powstajacy
w wyniku alternatywnego splicingu intronu szostego [Senturk et al. 2014]. Wykazano, ze
miejsce akceptorowe 3’ biorace udzial w alternatywnym splicingu jest wysoce zachowawcze
pomiedzy gatunkami, co nie jest cechg charakterystyczng sekwencji intronowych [Senturk et

al. 2014; Kloek et al. 1996]. mRNA p53y zawiera przedwczesny kodon terminacyjny UGA,
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co prowadzi do syntezy skroconego biatka. Transkrypt ten zlokalizowano w komorkach
myszy bedacej modelem uszkodzenia ptuc indukowanego np. poprzez podanie naftalenu.
Transkryptu tego poszukiwano réwniez w szeregu tkanek zdrowych, jednak w zadnej z nich
nie wykazano jego obecnosci [Senturk et al. 2014]. Nie mniej jednak, mRNA p53y
zaobserwowano w komoérkach watroby uszkodzonych tetrachlorometanem. W zwigzku
z powyzszym, postuluje sie¢, ze do ekspresji mRNA p53y dochodzi w tkankach uszkodzonych
[Senturk et al. 2014]. Wszystkie opisane powyzej transkrypty mRNA przedstawiono

schematycznie narys. 2.

W 1985 roku podjeto probe okreslenia wzglgdnego poziomu mRNA p53
w komorkach zdrowych, rakowych oraz podczas organogenezy u myszy. W tym celu
wyizolowano RNA z tkanek oraz komoérek nowotworowych myszy, rowne ilosci RNA
rozdzielono na zelu, a nastgpnie poddano je hybrydyzacji do fragmentu DNA zawierajacego
sekwencje nukleotydowa p53. Na tej podstawie wykazano, ze w komorkach rakowych
wzgledny poziom mRNA jest wyzszy w stosunku do poziomu zaobserwowanego
w komorkach zdrowych, natomiast w trakcie organogenezy w ptodzie myszy, pomig¢dzy
dniem 9 a 11, poziom mRNA byt zblizony do poziomu w linii niezréznicowanych komoérek
macierzystych oraz niektorych komorkach rakowych. Po 11 dniu rozwoju myszy poziom
MRNA p53 ulegat znacznej redukcji [Rogel et al. 1985]. Nalezy zwroci¢ uwage na fakt, ze
W cytowanej pracy nie zastosowano odpowiednich prob kontrolnych, tzn. otrzymanych
wynikow dotyczacych poziomu mRNA p53 w poszczegdlnych préobkach nie poréwnano
z iloscia mRNA dla genu konstytutywnego, jakim jest np. dehydrogenaza aldehydu
3-fosfoglicerynowego (ang. glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase, GAPDH) [Barber et
al. 2005].

2.2. Budowa mysiego biatka p53

Mysie biatko p53 zbudowane jest z 390 aminokwasow [Bienz et al. 1984] i sktada sie
z dwoch domen transaktywacyjnych (TAD1 i TAD2), domeny bogatej w reszty proliny
(PRD), domeny wiagzacej DNA (DBD) oraz domeny oligomeryzacyjnej (OD) i regulatorowej
(RD) znajdujace;j si¢ na koncu C [Chen et al. 2014] (rys. 3).

Region N-koncowy biatka obejmujgcy dwie domeny transaktywacyjne TAD1 (ang.

transactivation domain) (reszty aminokwasowe 1-40 [Chan et al. 2014]), TAD2 (reszty
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aminokwasowe 41-61 [Chan et al. 2014]) oraz region bogaty w proliny PRD (ang. prolin rich
domain) (reszty aminokwasowe 63-97 [Chan et al. 2014]) nie tworzy uporzadkowanej
struktury [Raj and Attardi, 2016] i wykazuje silnie kwasowy, zachowawczy ewolucyjnie
charakter [Raj and Attardi, 2016, Soussi& May, 1996]. Kwasowy charakter domen
aktywacyjnych zostat rowniez udokumentowany w przypadku innych czynnikow
transkrypcyjnych, takich jak GAL4 lub Fos [Raj and Attardi, 2016, Lech et al. 1988, Ma &
Ptashne, 1987]. Opisywany region oddzialuje z licznymi biatkami, m. in. wchodzacymi
w sklad maszynerii transkrypcyjnej, modyfikujagcymi chromatyng¢ lub tez inhibujgcymi
aktywno$¢ p53, jak np. biatkko HDM2 w komorkach ludzkich [Raj and Attardi, 2016].
Podczas oddzialywania z HDM2 domena transaktywacyjna ludzkiego p53 przyjmuje stabilng
struktur¢ a-helisy, umozliwiajacg interakcj¢ pomiedzy biatkami [Kussie et al. 1996].
Wykazano, ze poprzez aktywacje odpowiednich gendw TADI bierze udziat w odpowiedzi na
silne uszkodzenia DNA, natomiast TAD1 i TAD2 w ttumieniu nowotworéw [Raj and Attardi,
2016]. Region bogaty w proliny bierze udziat w transaktywacji genow regulowanych przez
p53 [Edwards et al. 2003].

N-koniec biatka 7 C-koniec biatka
40 41 6163 97 102 292 323 356 363 390

Rys. 3. Schemat budowy mysiego biatka p53. Kolorem zielonym zaznaczono region N-koncowy
biatka, niebieskim domen¢ wigzagca DNA, szarym domeng oligomeryzacyjng. TADI — domena
transaktywacyjna 1, TAD2 — domena transaktywacyjna 2, PRD — domena bogata w proliny, DBD
— domena wigzaca DNA, OD — domena oligomeryzacyjna, RD — domena regulatorowa. Liczby pod
schematem reprezentuja numery reszt aminokwasowych odpowiednie dla poszczegolnych domen.

Domena wigzaca DNA (DBD, ang. DNA binding domain) stanowi najwigkszg czgs¢
biatka p53 (rys. 3). Obejmuje ona reszty aminokwasowe 102-292 [Chen et al. 2014] i jest
odpowiedzialna za oddziatywanie z sekwencja nukleotydowa gendéw regulowanych przez p53
[Zhao et al. 2001]. Domena ta przyjmuje strukture kanapki beta (ang. f-sandwich) z petlami
oraz krotkimi helisami po przeciwnej stronie. Wykazano, ze DBD przyjmuje dwie rdzne
formy w zaleznos$ci od tego, czy jest to biatko w stanie wolnym, czy tez zwigzane z DNA.
Struktura kanapki beta pozostaje niezmieniona w obu przypadkach, natomiast reorganizacji

ulega petla odpowiedzialna za wigzanie do DNA [Zhao et al. 2001]. Przyjmuje si¢, ze ponad
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80% mutacji genu TP53 w nowotworach ludzkich zlokalizowanych jest w obrgbie domeny
DBD [Kaiser et al. 2018].

C-koncowa domena oligomeryzacyjna OD (ang. oligomerization domain) [Pavletich
et al. 1993], obejmujaca aminowkasy 323-356, odpowiedzialna jest za wystepowanie biatka
pS3 w jego aktywnej formie homotetrameru. Wykazano, ze tak zorganizowane biatko p53 ma
stukrotnie wyzszg aktywno$¢ wigzania do DNA niz monomer p53 [Zhang et al. 2016, Chene
2001]. Domena OD zawiera dwa motywy drugorz¢dowej struktury biatkowej: a-helise oraz
B-harmonijke [Chene 2001]. Uwaza si¢, ze domena ta jest niezbedna do wigzania DNA,
oddziatywania z biatkami oraz degradacji pS3 [Chene 2001].

Domena regulatorowa RD (ang. regulatory domain) znajduje si¢ na koncu
karboksylowym biatka p53 1 obejmuje reszty aminokwasowe 363-390. Dotychczas
przedstawiono przynajmniej trzy modele dziatania RD: pierwszy zaklada wigzanie domeny
regulatorowej z DBD, wywotujac efekt allosteryczny, w drugim modelu RD Stwarza zawade
przestrzenng gdy p53 przylacza si¢ niespecyficznie do DNA, natomiast w ostatnim modelu
zatozono, ze RD stabilizuje p53 [Retzlaff et al. 2012]. Ponadto wykazano, ze domena
regulatorowa stabilizuje tetramer p53 poprzez kontakt z domeng wigzaca DNA Kolejnej
podjednostki tetrameru, wzmacniajac tym samym aktywnos¢ transkrypcyjnag biatka [Retzlaff
et al. 2012]. Funkcje tej domeny badano réwniez w warunkach in vivo, poprzez wyhodowanie
myszy transgenicznej, w komorkach ktérej biatko p53 zostato zamienione na jego zmutowang
wersje, pozbawiong dwudziestu czterech reszt aminokwasowych na koncu karboksylowym.
Homozygotyczne myszy umieralty w ciagu dwodch pierwszych tygodni zycia z powodu
niedokrwistos$ci i nieprawidtowego rozwoju moézdzku [Hamard et al. 2013]. W zaleznosci od
tkanki, zaobserwowano trzy sposoby kontroli ekspresji genow zaleznej od p53: w szpiku
kostnym 1 grasicy koniec C oslabia aktywno$¢ p53, w watrobie koniec karboksylowy jest
elementem procesu ekspresji gendw niezbednym w kolejnym etapie po wigzaniu DNA,
natomiast w $ledzionie koniec C jest odpowiedzialny za kontrol¢ poziomu biatka p53

[Hamard et al. 2013].

2.3. Izoformy mysiego bialka p53

Dwa z mRNA opisanych w rozdziale ,,2.1. Gen Trp53 u myszy i kodowane przez

niego transkrypty mRNA”, p53mRNAa i p5S3mRNAAS, stanowig matryce do syntezy
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szesciu izoform biatka p53 réznigcych si¢ pomigdzy sobg sekwencja koncoéw aminowego
i/lub karboksylowego: p53, p5S3AS, A41p53, A41p53AS, A157p53 oraz A157p53AS [Marcel
et al. 2011]. Biatka skrocone z konca N sg oznaczone symbolem A, po ktorym nastepuje
numer aminokwasu, od ktérego rozpoczyna si¢ synteza danej izoformy, natomiast warianty
p53 ze zmienionym koncem C posiadaja na koncu nazwy dopisane litery AS. Wymienione
izoformy biatka p53 u myszy powstaja w wyniku wykorzystania réoznych miejsc inicjacji
translacji lub opisanego powyzej alternatywnego splicingu pre-mRNA. Biatko p53 jest to
biatko pelnej dlugosci, ktorego struktura zostata przedstawiona w poprzednim rozdziale

1 stanowi najczesciej wystepujaca forme tego biatka.

)
2

053 TAD1 | TAD2 PR_ DBD

A41p53 oz PO oeo  fooffRo]
M57p53 DBD
P53AS ap1 | Tap2| PROJII DBD
A41p53AS TAD2 PRD- DBD
A157p53AS - DBD 0

P53y TAD1 | TAD2 PRD[ DBD j
Newp53 TAD1 t DBD

!

)

Rys. 4. Schemat przedstawiajacy izoformy biatka p53 zidentyfikowane dotychczas w komodrkach
mysich. Kolory i oznaczenia poszczegdlnych czesSci biatka przedstawione zostaly w sposob
analogiczny do rys. 3. Kolorem zéttym zaznaczono domene, ktérej funkcja dotychczas nie zostata
poznana.

Izoforma p53AS powstaje z transkryptu pS3mRNAAS, sktada si¢ z 381 reszt
aminokwasowych, tak wiec jest skrocona o 9 aminokwaséw z konca karboksylowego
w stosunku do biatka pelnej dtugosci [Arai et al. 1986], a sekwencje tych biatek rdznig sie
ostatnimi 17 resztami aminokwasowymi [Bayle et al. 1995]. Wynika to z opisanej w
rozdziale ,,2.1. Gen Trp53 u myszy i kodowane przez niego transkrypty mRNA” obecnosci

96-nukleotydowego fragmentu intronu 10 z dodatkowym kodonem terminacyjnym UGA
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w MRNA [Arai et al. 1986] i wigze si¢ ze zmiang w obrebie domeny regulatorowe;.
Wykazano, ze p53AS ma zdolno$¢ wigzania do sekwencji docelowych w DNA, ponadto

tworzy tetramery oraz hetero-oligomery z biatkiem pelnej dtugosci [Wu et al. 1994].

Izoforma A41p53, nazywana rowniez p44 [Rovinski et al. 1987], zostala opisana po
raz pierwszy w 1985 roku w komorkach §ledziony myszy transformowanej wirusem mysiej
biataczki Fried, jako bialtko kodowane przez zmutowany allel p53 pozbawiony eksonu
drugiego [Mowat et al. 1985]. Izoform¢ t¢ zidentyfikowano takze w linii komorkowej
transformowanej wirusem mysiej bialaczki Abelsona, pozbawionej endogennego p53, ktora
transformowano cDNA p53 [Wolf et al. 1985]. Przewidywana masa czasteczkowa biatka
A41p53 to 39kDa, a jego synteza rozpoczyna si¢ od wewnetrznego kodonu inicjacyjnego
AUG?2, zlokalizowanego w eksonie czwartym (rys. 2). Moze si¢ ona odbywa¢ w wyniku
translacji zaleznej od elementu IRES (ang. internal ribosome entry site) [Kim et al. 2013],
majacej szczegodlne znaczenie w warunkach stresu, w ktorych uniemozliwiona jest translacja
zalezna od struktury kapu [Komar & Hatzoglou, 2011]. A41p53 jest biatkiem skréconym o 40
reszt aminokwasowych z konca aminowego w stosunku do biatka petnej dtugosci [Scrabble et

al. 2005], w zwiazku z czym pozbawione jest ono domeny transaktywacyjnej TAD1.

Ponadto, w 2011 roku ukazata si¢ informacja o wystgpowaniu izoformy A157p53,
majacej powstawa¢ w wyniku wykorzystania wewngtrznego miejsca promotorowego
w eksonie 4 oraz odpowiednikéw biatek A41p53 i A157p53 ze zmienionym koncem C:
A41p53AS 1 Al157pS53AS [Marcel et al. 2011]. Nie mniej jednak, wyniki prac
eksprymentalnych dotyczacych tych trzech izoform u myszy dotychczas nie zostaly
opublikowane. Informacje o nich, znajdujace si¢ w cytowanej publikacji, najprawdopodobniej
zostaly zaczerpnigte z abstraktu komunikatu konferencyjnego NCRI Cancer Conference
z 2009 roku (wystepuje jeden wspdlny autor publikacji oraz komunikatu konferencyjnego).
W abstrakcie tym znajduje si¢ rowniez wzmianka o tym, ze izoforma A41p53 powstaje
w wyniku wykorzystania kryptycznego miejsca splicingowego w intronie drugim. Po
przeprowadzeniu analizy sekwencji mRNA p53 okazato si¢, ze kodony inicjacyjne dla
izoform A41p53 i Al157p53 znajdujg si¢ w obrebie otwartej ramki odczytu, co

uprawdopodobnia wystepowanie powyzszych izoform w komoérkach mysich.

Kolejng izoforma biatka p53 wystepujaca w komorkach mysich jest biatko Newp53
(rys. 4). Powstaje ono niezaleznie od opisanych powyzej biatek, z transkryptu mRNA

Newp53, pozbawionego dwodch odcinkéw sekwencji nukleotydowej w obrebie eksonu
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czwartego [Chan et al. 2014]. W wyniku delecji w mRNA w powstajacej izoformie dochodzi
do usuniecia sekwencji aminokwasowej pomig¢dzy resztami 42-89 oraz do przesunigcia
otwartej ramki odczytu pomigdzy resztami aminokwasowymi 90-120. W efekcie koncowym
biatko Newp53, w porownaniu do p53 pelnej dlugosci, nie zawiera domeny
transaktywacyjnej TAD2 i regionu bogatego w proliny PRD, a domena wigzania do DNA jest
skrocona z konca aminowego. Domena transaktywacyjna TAD1 oraz region C-koncowy
pozostaja niezmienione. Udowodniono, ze bialkko Newp53 moze tworzy¢ tetramer
z endogennym p53 petnej dtugosci, lecz pozbawione jest aktywnos$ci transaktywacyjnej, przez
co nie reguluje ekspresji genéw docelowych [Chan et al. 2014]. Nalezy podkresli¢, ze
dotychczas ukazala si¢ tylko jedna praca opisujaca wariant NewpS3, a jej autorzy zwracajg
uwage na fakt, ze nie sa pewni, czy zidentyfikowany wariant nalezy uwaza¢ za izoforme¢ czy

za mutant biatka p53.

Izoforma biatka p53y dotychczas nie zostala scharakteryzowana w komorkach
mysich, poniewaz po zidentyfikowaniu transkryptu mRNA p53y w mysiej linii komodrkowe;j
badania kontynuowano wykorzystujagc komorki ludzkie. Udowodniono, ze wystgpuje w nich
zarowno transkrypt mRNA p53y, jak i bialko syntezowane na jego matrycy [Senturk et al.
2014]. W zwigzku z powyzszym mozna podejrzewaé, ze w komorkach mysich réwniez
dochodzi do syntezy biatka p53y. Jego wystepowanie réwniez uwzgledniono na rysunku 4,
na ktérym schematycznie przedstawiono zidentyfikowane dotychczas izoformy biatka p53

wystepujace w komorkach mysich.

2.4. Bialka i RNA oddzialujace z regionem niekodujacym 5’ mysiego mRNA p53

Wykazano, ze biatka regulatorowe, oddziatlujace z mRNA p53, moga wplywaé
w istotny sposob na wydajnos¢ syntezy izoform p53, dzialajac m. in. jako czynniki wigzace
si¢ in trans z elementami IRES (ITAF, ang. IRES trans-acting factors). Elementy IRES,
czyli wewngtrzne miejsca wigzania rybosomu (ang. internal ribosome entry sites) sg to
miejsca w regionie niekodujacym 5° mRNA, przyjmujace struktur¢ umozliwiajaca
bezposrednie oddziatywanie z rybosomem 1 umozliwiajgce inicjacje translacji niezalezng od
struktury kapu na koncu 5 mRNA, szczeg6lnie w warunkach stresu komorkowego [Komar &
Hatzoglou, 2011]. Dotychczas zidentyfikowano jedynie kilka biatek wpltywajacych na
translacje mRNA p53 u myszy (tabela 1).
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Jednym z nich jest biatko rybosomalne L26 (RPL26, ang. ribosomal protein L26).
Przeprowadzono nadekspresje tego biatka w linii komodrkowej mysich limfocytéw pre-B
BaF3, co spowodowato znaczne podwyzszenie poziomu biatka p53 w komorkach oraz
zwigkszenie liczby komorek ulegajacych apoptozie indukowanej przez promieniowanie
jonizujace [Takagi et al. 2005]. Wykazano rowniez, ze biatko RPL26 wplywa w ten sam
sposob na regulacje¢ syntezy pS3 zardéwno w mysich, jak i ludzkich liniach komoérkowych. Na
tej podstawie wnioskuje si¢, ze bialko to kontroluje translacj¢ p53 oraz odpowiedz na
uszkodzenia DNA [Takagi et al. 2005]. Ponadto wykazano przytgczanie RPL26 do regionu
nickodujacego 5° mRNA ludzkiego p53 [Takagi et al. 2005]. Bazujgc na podobienstwie
sekwencji nukleotydowej regionéw terminalnych 5° mRNA czlowieka i myszy mozna

zaktadac¢, ze biatko to oddziatuje rowniez z regionem 5’UTR mysiego mRNA p53.

Tabela 1. Biatka i RNA oddziatujace z regionem niekodujacym 5’ mysiego mRNA p53.

Czynnik Funkcja Referencja

Zwigkszenie poziomu biatka p53

R w odpowiedzi na uszkodzenie DNA.

Takagi et al. 2005

Regulacja syntezy p53 na poziomie
hnRNP Q inicjacji translacji. ITAF. Kim et al. 2013
Wplywa na przyspieszenie apoptozy.

ITAF. Wzmacnia translacj¢ mRNA
hnRNP L p53. Wplywa na zatrzymanie cyklu Seo etal. 2017
komoérkowego i1 apoptoze.

Zwigkszenie poziomu mRNA 1 biatka
p53 na skutek uszkodzen DNA.

*(Oddzialywanie zidentyfikowane w komorkach ludzkich, a oddzialywanie z mysim mRNA

p53 postuluje si¢ na podstawie wysokiego podobienstwa sekwencji nukleotydowych
kodujacych Wrap53 i biatko p53 w genomie myszy 1 cztowieka.

Wrap53 RNA* Mahmoudi et al. 2009

Kolejnym biatkiem regulatorowym taczacym si¢ z 5’UTR p53 jest heterogenna
nukleoproteina jadrowa Q (hnRNP Q, ang. heterogeneous nuclear ribonucleoprotein Q).
Zauwazono, ze pod wpltywem stresu oksydacyjnego oraz stresu genotoksycznego w linii
komorkowej fibroblastéw mysich NIH3T3 dochodzi do zwigkszenia ilosci biatka p53,
przy niezmienionym poziomie mRNA. Ponadto wyciszenie hnRNP Q poprzez zastosowanie
siRNA znacznie redukuje akumulacje p53 pod wplywem stresu oksydacyjnego.
Aby sprawdzi¢, czy hnRNP Q wptywa na translacje p53 zalezng od elementéw IRES, 5UTR

p53 wkolonowano w wektor bicistronowy, pomi¢dzy sekwencje kodujace lucyferaze z renilli
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(Rluc) i lucyferaze $swietlika (Fluc). W ten sposob translacja Rluc byta procesem zaleznym
od struktury kapu, natomiast wysoki poziom Fluc wskazywat na IRES-zalezng translacje.
W komorkach kontrolnych zaobserwowano wzrost ilosci biatka Fluc, natomiast w komorkach
z wyciszonym biatkiem hnRNP Q zaobserwowano znaczne obnizenie poziomu Fluc
w stosunku do kontroli. Kolejno, przeprowadzono test wigzania biatka w warunkach in vitro
do 5’UTR p53 o réznej dhugosci, ktory wykazal, ze najbardziej prawdopodobne miejsce
wigzania hnRNP Q do 5’UTR mRNA p53 zlokalizowane jest pomigdzy nukleotydami 87-109
[Kim et al. 2013]. Na podstawie przeprowadzonych badan wysuni¢to wniosek, ze hnRNP Q
reguluje syntez¢ p53 na etapie inicjacji transacji i jest czynnikiem wigzacym si¢ z IRES in
trans. Ponadto sugerowano, ze biatko to ma rowniez wptyw na przyspieszanie apoptozy [Kim

et al. 2013].

Heterogenna rybonukleoproteina jadrowa L (hnRNP L, ang. heterogeneous nuclear
ribonucleoprotein L) jest kolejnym biatkiem o aktywnos$ci czynnika ITAF. Na podstawie
badan przeprowadzonych w analogiczny sposob jak w przypadku hnRNP Q stwierdzono, ze
hnRNP L wzmacnia translacj¢ p53, pod wptywem stresu wigze si¢ do regionu pomiedzy
nukleotydami 87-109 5°UTR mRNA p53, do sekwencji CAUUCA oraz wplywa na
zatrzymanie cyklu komorkowego i apoptoze [Seo et al. 2017].

Proces translacji moze by¢ rowniez regulowany poprzez oddziatywanie mRNA z RNA
antysensowym. Pierwsze doniesienia o regulacji ekspresji p53 przez RNA antysensowy
dotyczyly jego udzialu w regulacji poziomu p53 w indukowanych do rdéznicowania
komorkach mysiej erytroleukemii [Khochbin & Lawrence, 1989]. Podczas procesu
réznicowania komorek zauwazono stopniowy spadek poziomu mRNA p53  przy
jednoczesnym wzroscie poziomu transkryptu antysensowego. Na podstawie podobienstwa
sekwencji, wynoszacego ponad 80%, autorzy sugerowali, ze to transktypt sekwencji
powtorzonej B1 (ang. B1 repetitive sequence) bierze udzial w opisanej regulacji [Khochbin &
Lawrence, 1989].

Czasteczka RNA Wrap53 jest transkryptem antysensowym p53 1 reguluje poziom
mRNA p53 oraz indukuje syntez¢ biatka p53 poprzez oddzialywanie z regionem
niekodujacym 5° mRNA p53 (tabela 1). Wnioski te wyciggnigto m. in. na podstawie
obserwacji, ze po wyciszeniu Wrap53 w komorce stwierdzono znaczne obnizenie mRNA p53
oraz ttumienie indukcji syntezy p53 pod wplywem uszkodzen DNA. Ponadto zauwazono, ze

zablokowanie potencjalnego oddziatywania mRNA p53-Wrap53 obniza poziom biatka p53
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do poziomu obserwowanego podczas wyciszenia Wrap53 [Mahmoudi et al. 2009]. Cho¢
badania te zostaly przeprowadzone dla ludzkiego mRNA 1 biatka p53, autorzy publikacji
zwracaja uwage na bardzo wysoka, 91%, zachowawczo$¢ sekwencji nukleotydowych
regionow kodujacych Wrap53 i biatko p53 pomigdzy genomami cztowieka i myszy
[Mahmoudi et al. 2009]. Biorac to pod uwage mozna sugerowac, ze regulacja p53 przez

Wrap53 moze zachodzi¢ rowniez w komodrkach mysich.

2.5. Funkcja mysiego bialka p53

Bialko p53 uwazanie jest za gtéwny czynnik regulujacy odpowiedz komorki na stres
[Lane & Levine 2010]. Przypuszcza sig, ze kazda z poszczegolnych izoform p53 w komorce
peni charakterystyczng role, a poznanie w jaki sposob izoformy reguluja aktywnos$¢ komorki
ulatwiloby prace nad nowymi substancjami o aktywnos$ci antynowotworowej [Kim et al.
2016]. W niniejszym rozdziale przedstawiona zostanie dotychczasowa wiedza dotyczaca roli
1 funkcjonowania biatka p53 i jego izoform w komoérkach mysich.

Bialko p53 jest gtownym czynnikiem regulujacym ekspresje genéw odpowiedzialnych
za apoptoze, zatrzymanie cyklu komorkowego, rdéznicowanie 1 starzenie si¢ komorek.
Kluczowe znaczenie biatka p53 dla funkcjonowania myszy opisano w 1992 roku, Kiedy to
wyhodowano mysz transgeniczng, pozbawiona biatka p53 w wyniku rekombinacji
homologicznej [Dohenover et al. 1992]. Homozygotyczne myszy nie wykazywaly zmian
w wygladzie, lecz byly podatne na spontaniczny rozwoj nowotworéw do szostego miesigca
zycia, wskazujgc tym samym, ze brak aktywno$ci genu Trp53 sprzyja rozwojowi choroby,
a zmutowana forma biatka p53 nie jest wymagana do zapoczatkowania procesu
nowotworzenia [Dohenover et al. 1992]. Zauwazono, ze w organizmie myszy z wyciszonym
genem p53 (-/-) $redni czas rozwoju nowotworu wynosit ok. 4-5 miesiecy, natomiast u myszy
heterozygotycznej p53 (+/-) obejmowat ok. 18 miesiecy [Dohenover, 1996]. Istnieje takze
szereg doniesien, w ktorych funkcje p53 okreslano na podstawie poréwnania badan myszy
pozbawionej genu Trp53 z typem dzikim, w ktérym funkcja p53 nie byta zaburzona [Lozano,
2010]. Okazuje si¢, ze w przypadku wyciszenia aktywno$ci genu Trp53, skorelowanie danej
funkcji biatka 53 z odpowiednig izoformag wydaje si¢ niemozliwe.

Gléwng izoforma biatka p53 jest biatko pelnej dtugosci. Wiedza dotyczaca funkcji
biatka p53 pelnej dlugosci u myszy jest stosunkowo obszerna, jednak tylko nieliczne prace

prowadzone byly w warunkach in vitro. Na poczatku lat 80 XX w. opisano wzrost ilosci
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biatka p53 w odpowiedzi na stres komoérkowy wywotany §wiattem UV [Lowe et al. 1983; Lu
& Lane, 1993; Maltzman & Czyzyk, 1984]. Taka sama odpowiedZ pojawita si¢, gdy
w komorkach linii mysich fibroblastow NIH3T3 wywotano stres oksydacyjny lub stres
genotoksyczny indukowany etopozydem [Kim et al. 2013].

Wiele informacji o funkcji p53 u myszy, stanowigcych potwierdzenie funkcji p53
u czlowieka, uzyskano na podstawie badan przeprowadzonych z wykorzystaniem myszy
transgenicznych. W zwigzku z aktywno$cig biatka mogaca powodowaé zahamowanie
proliferacji lub $mier¢ komorek, ilo§¢ biatka p53 w warunkach fizjologicznych jest
utrzymywana na niskim poziomie [Lozano, 2010] poprzez oddziatywanie z biatkiem Mdm2,
glownym negatywnym regulatorem p53 [Pant et al. 2013]. Regulacja zachodzi
z wykorzystaniem dwoch réznych mechanizméw oddziatywania Mdm2 na p53: pierwszy
z nich zaklada wigzanie biatka Mdm2 do domeny transaktywacyjnej biatka p53 [Pant et al.
2013; Momand et al. 1992; Oliner et al. 1993], natomiast wedlug drugiego modelu biatko
Mdmz2, bedace ligaza ubikwityny E3, kieruje pS3 do degradacji przez proteasom 26S [Pant et
al. 2013; Honda et al. 1997]. Ponadto, Mdm2 jest genem docelowym dla p53, zatem
w wyniku opisanych interakcji wytwarza si¢ ujemne sprz¢zenie zwrotne [Pant et al. 2013; Wu
et al. 1993]. Wystepowanie analogicznej interakcji w komodrkach mysich potwierdzono
poprzez zastosowanie odpowiednich modeli: wyciszenie genu Mdm2 powodowato $mieré¢
embrionu, lecz dodatkowe wyciszenie genu Trp53 prowadzito do jego uratowania [Pant et al.
2013; Montes de Oca Luna et al. 1995; Jones et al. 1995]. Dopiero w warunkach stresu
komoérkowego biatko p53 zostaje ustabilizowane [Lozano, 2010; Horn, Vousden, 2007]
poprzez fosforylacje zachodzaca na koncu aminowym biatka, co uniemozliwia jego
oddziatywanie z biatkiem Mdm?2 [Lozano, 2010]. Kinazy ATM 1 Chk2 przeprowadzaja
reakcje fosforylacji reszt serynowych odpowiednio w pozycji 18 i 23 biatka p53 [Lozano,
Zambetti, 2005]. Wykazano, Ze zamiana jednej z reszt serynowych na alaninowa moze
powodowac czeSciowg dysfunkcje apoptozy [Lozano, 2010; Sluss, et al. 2004] lub ostabia¢
stabilizacje 1 aktywacje¢ p53 w wyniku stresu wywolanego promieniowaniem 7y [Lozano,
2010; MacPherson et al. 2004]. Mutacja reszty serynowej znajdujacej si¢ na koncu
karboksylowym p53, w pozycji 389, zwigksza podatno$¢ myszy na wystepowanie nowotworu
skory, spowodowanego ekspozycija na $wiatto ultrafioletowe [Lozano, 2010; Bruins et al. 2004].

Wykazano takze, ze p53 bierze udzial w indukcji apoptozy 1 regulacji cyklu
komorkowego poprzez aktywacje genu p21 [Shaw, 1996, Lozano, 2010]. Biatko p21
kontroluje cykl komorkowy na etapie przejscia komorki z fazy cyklu G1 do fazy S [Harper et

al. 1993]. W modelu mysim wprowadzono mutacj¢ aminokwasu 172 [Lozano, 2010; Liu et
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al. 2004], stanowiaca odpowiednik specyficznej dla nowotworéw ludzkich mutacji 175.
reszty argininy ludzkiego p53. Dowiedziono, ze tak zmutowane biatko p53 nie ma
mozliwosci indukcji apoptozy, lecz zachowuje potencjat indukcji genu p21 [Lozano, 2010;
Rowan et al. 1996; Ludwig et al. 1996]. W przypadku, gdy oprocz wprowadzonej mutacji
dochodzi do wyciszenia genu p21, obserwuje si¢ silny rozwodj nowotworéw, porownywalny
do odnotowanego u myszy z wyciszonym genem p53 [Lozano, 2010; Barbazoa et al. 2006].
Biatko p53 bierze réwniez udziat w procesie rdéznicowania komorek i rozwoju myszy.
U myszy, u ktorych dochodzi do nadekspresji p53 w komorkach mezenchymalnych
rozwijajacych si¢ nerek, narzady te sa mniejsze i zachodzi ekspesja markerow réznicowania,
sugerujac tym samym zwiekszong intensywnos$¢ réznicowania tych komoérek [Lozano, 2010;
Godley et al. 1996].

Druga wazng izoformg biatka p53 jest izoforma A41p53, skrdécona z konca
aminowego oraz pozbawiona domeny transaktywacyjnej TAD1. Wskazywano, ze podczas
niecobecnosci biatka p53 pelnej dtugosci, jego izoforma A41p53 jest rakotworcza [Maier et al.
2003, Mowat et al. 1985], natomiast w przypadku, gdy w komodrce wystepuje p53 pelnej
dhugosci, A41p53 powoduje spowolnienie wzrostu [Maier et al. 2003, Rovinski and
Benchimol 1988; Lavigueur et al. 1989]. Udowodniono réwniez, ze A41p53 ulega wysokiej
ekspresji w mysich embrionalnych komoérkach macierzystych (ESCs, ang. embryonic stem
cells) [Ungewitter & Scrable, 2010]. A41p53 i p53 oligomeryzujg ze sobg, dzigki czemu
A41p53 hamuje aktywnos$¢ transkrypcyjng biatka peinej dhugosci [Courtois et al. 2002],
utrzymujac je tym samym w nieaktywnej formie 1 zapobiegajac utracie pluripotencji komorek
zwigzanej z aktywacja p53. Utrata pluripotencji komoérek jest spowodowana tym, ze genami
docelowymi dla p53 sa m. in. geny Nanog i Igf-1R, odpowiadajagce za utrzymanie
pluripotencji w ESC [Mitsui et al. 2003] oraz za przechodzenie komoérek ze stanu
pluripotencji do stanu réznicowania [Ungewitter & Scrable, 2010]. Ponadto postuluje sig, ze
A41p53 stanowi gldéwng izoforme p53 w trakcie wczesnych etapow embriogenezy u myszy
[Ungewitter & Scrable, 2010]. Wykazano rdéwniez, ze myszy transgeniczne, u ktorych
dochodzi do nadekspresji izoformy A41p53, charakteryzuja si¢ przedwczesnym starzeniem
oraz zahamowaniem wzrostu, natomiast utrzymanie réwnowagi pomigdzy supresja
nowotworu 1 regeneracja tkanek wymaga odpowiednio zbilansowanego poziomu biatka p53
pelnej dlugosci oraz jego izoformy A41p53 [Maier et al. 2003]. Transgeniczne myszy
homozygotyczne pod wzgledem transgenu kodujacego A41p53 wykazuja spadek zdolnosci
poznawczych 1 upo$ledzenie synaptyczne na wczesnym etapie zycia, spowodowane

hiperaktywacja receptora insulinopodobnego czynnika wzrostu 1 IGF-1R (ang. insulin-like
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growth factor 1 receptor) oraz zmienionym metabolizmem biatka tau, wiazacego biatko
mikrotubulowe [Pehar et al. 2010]. Ponadto, A41p53 kontroluje homeostaze glukozy
i proliferacje komorek B [Hinault et al. 2011]. U myszy transgenicznych, u ktorych dochodzi
do nadekspresji izoformy A41p53, rozwija si¢ hipoinsulinemia i nietolerancja glukozy juz
w wieku trzech miesigcy, a ich stan pogarsza si¢ z wiekiem, prowadzac do jawnej cukrzycy,
a nastepnie do $mierci w wieku okolo czternastu miesiecy [Hinault et al. 2011]. Zauwazono
roOwniez, ze wraz ze zmniejszeniem masy komorek B i spadkiem tempa ich proliferacji,
dochodzi do zmniejszonej ekspresji dwoch kluczowych regulatorow proliferacji: cykliny D2
I genu homeotycznego trzustki i dwunastnicy (ang. Pancreatic duodenal homeobox-1) oraz
zwigkszenia poziomu ekspresji inhibitora cyklu komérkowego p21 [Hinault et al. 2011].

Funkcje izoformy bialka p53 ze zmienionym koncem karboksylowym p53AS zostaty
stosunkowo stabo poznane. W warunkach in vitro izoforma ta wykazuje wigksza zdolnos¢
wigzania DNA w stosunku do biatka pelnej dlugosci [Wolkowicz et al. 1995]. Wykazano
rowniez, ze biatko p53AS jest zdolne do indukcji apoptozy, cho¢ proces ten zachodzi wolniej
niz w przypadku biatka p53 petnej dtugosci [Almong et al. 1997]. I1zoforma p53AS hamuje
apoptoze indukowang przez p53 pelnej dtugosci. Wykazano, ze zwigkszenie poziomu biatka
p53 powoduje przyspieszenie apoptozy, natomiast efektem koekspresji biatek p53 1 p5S3AS
lub zwigkszenia poziomu biatka pS3AS jest inhibicja apoptozy [Almong et al. 2000]. Istnieje
réwniez doniesienie sugerujace, ze biatko p5S3AS aktywuje promotor genu IGFBP3 (biatko
wigzgce insulinopodobny czynnik wzrostu, ang. insulin-like growth factor binding protein 3)
[Harms & Chen, 2005].

Kolejnym wariantem biatka p53, ktorego funkcje opisano, jest izoforma Newp53.
Wykazano, ze moze ona tworzy¢ hetero-oligomery z biatkiem p53 petnej dlugosci poprzez
oddziatywanie ich koncow karboksylowych [Chan et al. 2014]. Wazne, ze izoforma Newp53
jest pozbawiona aktywnosci transaktywacyjnej [Chan et al. 2014].

Zestawienie funkcji poszczegolnych izoform biatka p53 zostalo przedstawione

w tabeli 2.
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Tabela 2. Funkcje poszczegdlnych izoform biatka p53.

Izoforma Funkcja

Referencja

Lowe et al. 1983, Maltzman

Odpowiedz na stres wywotany §wiattem UV & Czyzyk, 1984
Odpowiedz na stres genotoksyczny Kim et al. 2013
i oksydacyjny
Indukcja apoptozy Lozano, 2010
p53
Kontrola cyklu komérkowego na etapie Shaw, 1996
przejscia komorki z fazy cyklu G1 do fazy S
Supresja nowotwordéw Lozano, 2010
Udzial w roznicowaniu komorek Lozano, 2010
Utrzymanie plurlp_otenCJl mysich komoérek Ungewitter & Scrable, 2010
macierzystych
Rakotwoércza w warunkach nieobecno$ci
biatka p53 petnej dhugosci Mowat et al. 1985
Nadek_sp_reSJa powodu;e przedwczesne Maier et al. 2003
A41p53 starzenie i zahamowanie wzrostu myszy
NadekspreSJg pow,oduJe s_padek zdolnosci Pehar et al. 2010
poznawczych i uposledzenie synaptyczne na
wczesnym etapie zycia
Kontrolg homgpstazy, glukozy Hinault et al. 2011
1 proliferacji komorek 3
Zdolno$¢ indukcji apoptozy Almong et al, 1997
Hamowanie apoptozy indukowanej poprzez
P53AS biatko petnej diugosci e e el AU

Hamowanie aktywnosci transkrypcyjnej
biatka pelnej dtugosci Almong et al. 2000

Tworzenie hetero-oligomerow z biatkiem
Newp53 p53 petnej dtugosci. Chen et al. 2014
Brak aktywnosci transaktywacyjnej
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2.6. Gen TP53 u czlowieka oraz kodowane przez niego transkrypty mRNA

W genomie cztowieka (Homo sapiens) biatko p53 jest kodowane przez gen TP53,

umiejscowiony na chromosomie 17, obejmujacy ok. 25,7 tys. nukleotydow.

W  komorkach ludzkich zidentyfikowano transkrypty genu TPS53 rdéznigce si¢
pomigdzy sobg zarowno na koncu 5’ jak i 3°. Stanowig one matryce do syntezy przynajmnie;j
trzynastu izoform biatka p53, ktore powstaja w wyniku wykorzystania réznych miejsc
inicjacji transkrypcji, translacji lub alternatywnego splicingu. Gtowny transkrypt sktada si¢
z 11 eksonow i 10 intronow, ktoérych dlugo$¢ waha sie¢ odpowiednio pomiedzy 22 a 1278 nt
oraz 81 a 10739 nt. Dlugos$¢ regionu nie ulegajacego translacji 5° (5’UTR) waha si¢ pomi¢dzy
140 a 250 nt, zaleznie od wyboru miejsca inicjacji transkrypcji, natomiast 3’UTR obejmuje

ok. 1200 nt.

Dotychczas zidentyfikowano pi¢¢ miejsc inicjacji transkrypcji, ktére oznaczono jako
PO, P1, P1°, P1"™ i P2 (rys. 5) [Swiatkowska et al. 2016, 2019]. W dalszej czeéci pracy nazwy

poszczegdlnych mRNA pochodza od odpowiednich miejsc inicjacji transkrypcji.

—>P0
—>P1
P1 a
F' sl <00 | i //%\ ~ UN A
Y el b b Jllfp [l [l [led o |
AUG1 AUG2 AUG3 AUG4 Warianty konca C: W, a, B, y
(p53) {A40p53) (A133p53) (A160p53)

Rys. 5. Schematyczne przedstawienie ludzkiego genu TP53. Symbole PO, P1°, P1, P i P2 oznaczaja
miejsca inicjacji transkrypcji, pionowymi strzatkami zaznaczono miejsca inicjacji translacji dla
izoform biatka: p53, A40p53, A133p53 oraz A160p53. Symbolami o, B i y zaznaczono warianty
splicingowe transkryptu, E(II) oznaczono wersje transkryptu z zachowanym intronem drugim,
z zachowanym intronem 6.

Dotychczas najwigcej miejsca w literaturze poswigcono transkryptom P1 i P0O. Region
niekodujacy transkryptu PO obejmuje ok. 250 nt [Lamb & Crawford, 1986], natomiast
miejsce inicjacji transkrypcji P1 znajduje si¢ okoto 110 nt ponizej miejsca PO. Wykazano, Ze
miejsce to nie jest jednorodne, nie mniej jednak transkrypt mRNA najczesciej zawiera region
niekodujacy 5’ o dlugosci ok. 140 nt [Tuck & Crawford, 1989]. Scharakteryzowano strukture
drugorzedowa regionu niekodujacego 5’ transkryptu P1 (rys. 6a) oraz wykazano, ze zawiera

ona cztery motywy strukturalne typu spinki do wtosow: dlugg, stabilng termodynamicznie
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spinke (AG= -52,9 kcal/mol) zawierajaca kodon inicjacyjny AUGI [Btaszczyk & Ciesiotka,
2011], mniejsza (AG=-11,1 kcal/mol), ktéra zostala zaproponowana jako element
oddziatujgcy z biatkiem HDM?2 [Candeias et al. 2008] oraz dwie male spinki na koncu 5’
mRNA. W transkrypcie mRNA PO zachowane zostaly trzy z czterech elementow
zaobserwowanych w P1, przy czym mRNA jest wydtuzony w kierunku 5’ i zawiera trzy
dodatkowe elementy typu spinki do wlosow, a mata spinka obecna na koncu 5> mRNA P1
wchodzi w sktad podstawy wickszego elementu w mRNA PO (rys. 6b) [Gorska et al. 2013].
Zauwazono, ze mRNA P1 1 PO syntetyzowane sg w roznych tkankach. P1 zidentyfikowano
W nowotworach pochodzacych z jamy ustnej, krtani, watroby, ptuc i piersi oraz
w uniesmiertelnionych liniach komoérkowych, takich jak np. linia raka piersi MCF-7, raka
ptuc H460 lub oskrzeli BEAS-2B [Strudwick et al., 2003]. Transkrypt PO zaobserwowano
w zdrowych tkankach, np. watroby, ptuc i jader oraz wykazano, ze w wigkszosci zdrowych

tkanek stanowi on ok. 50% catkowitego poziomu mRNA p53 [Strudwick et al., 2003].
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Rys. 6. Schematyczne przedstawienie modeli struktur drugorzedowych regionéw terminalnych 5’
transkryptow mRNA P1 (A) i PO (B). Kolorem zielonym zaznaczono cze$¢ sekwencji kodujacej
mRNA, czarnym czg$¢ niekodujaca, wspolng dla P1 i PO, niebieskim nukleotydy charakterystyczne
dla mRNA PO [na podstawie: Zydowicz-Machtel et al. 2018].

Kolejnym miejscem inicjacji transkrypcji genu TP53 jest P1°, zlokalizowane
pomiedzy miejscami P1 i PO [Swiatkowska et al. 2016, 2019], odpowiadajgce 5’UTR mRNA
o dhugosci 190 nt [Tuck & Crawford, 1989; Strudwick et al. 2003]. Wystepowanie tego

transkryptu wykazano w zdrowych tkankach, tych samych, w ktorych stwierdzono
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wystepowanie mRNA P0. Nie mniej jednak, w sutkach, watrobie i $ledzionie stwierdzono
wystepowanie wszystkich trzech opisanych powyzej mRNA, co wskazuje na duze

zroznicowanie miejsc inicjacji transkrypcji genu TP53 [Strudwick et al. 2003].

Miejsce P™ jest miejscem promotorowym zlokalizowanym w obrebie intronu
pierwszego genu TP53 [Reisman et al. 1988]. Wykazano, ze w systemie reporterowym CAT
inicjacja transkrypcji od tego miejsca zachodzi ok. 50 razy bardziej efektywnie niz od miejsca
PO [Reisman et al. 1988]. Dotychczas nie okreslono funkcji transkryptu P'", nie mniej jednak
zasugerowano dwie mozliwosci: P moze stanowi¢ miejsce promotorowe dla genu znajdujacego
sic w obrgbie intronu pierwszego genu TP53 lub dwa promotory P™ i PO moga by¢

wykorzystywane w regulacji ekspresji p53 w trakcie cyklu komorkowego [Reisman et al. 1988].

Kolejnym wyréznionym dotychczas miejscem inicjacji transkrypcji jest miejsce P2
zlokalizowane w obrebie intronu czwartego [Bourdon et al. 2005]. Zostalo one
zidentyfikowane poprzez zastosowanie reakcji RACE (ang. rapid amplification of cDNA
ends), a jego aktywno$¢ promotorows potwierdzono w transfekowanej linii komorkowe;j
poprzez zastosowanie genu reporterowego lucyferazy [Bourdon et al. 2005]. Aktywno$¢
promotorowa P2 moze by¢ regulowana w sposéb zalezny od biatka p53: wykazano, ze
w czes$ci niekodujacej P2, obejmujacej cze$¢ intronu czwartego, wystepuja elementy, do

ktorych wigze si¢ biatko p53 [Marcel et al. 2010].

Wykazano, ze w komorkach ludzkich wystepuje jeszcze jeden mRNA p53, r6znigcy
sie¢ od pozostatych sekwencja regionu terminalnego 5°, zawierajacy sekwencje intronu
drugiego p53E(Il) [Ghosh et al. 2004]. Po raz pierwszy zostal on opisany w 1987 roku
[Matlashewski et al. 1987]. Transkrypt p53E(Il) powstaje w wyniku alternatywnego
splicingu, w trakcie ktorego intron drugi staje si¢ nowym eksonem, a w jego sekwencji
nukleotydowej w otwartej ramce odczytu znajduja si¢ trzy kodony terminacyjne UGA [Ghosh
et al. 2004]. Przeprowadzono mapowanie struktury drugorzedowej regionu terminalnego 5’
mRNA z zachowang sekwencjg intronu drugiego, w wyniku ktérego zaproponowano model
struktury drugorzedowej tego regionu (rys. 7). W modelu tym wystepuje stabilna spinka
zawierajaca kodon inicjacyjny AUGI oraz spinka odpowiedzialna za wigzanie biatka HDM?2,
jednak jej struktura nie zostata w petni zachowana. Ponadto, wykazano obecnos$¢ dwoch
dodatkowych elementow strukturalnych typu spinki do wloséw [Gorska et al. 2013].

Udowodniono, ze transkrypt ten znajduje si¢ zarowno w zdrowych jak i1 transformowanych
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komorkach ludzkich, lecz jego ilo$¢ jest znacznie mniejsza w stosunku do transkryptu

kodujacego biatko p53 petnej dtugosci [Ghosh et al. 2004].
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Rys. 7. Schematyczne przedstawienie modelu struktury drugorzedowej regionu terminalnego 5’
transkryptu zawierajacego zachowany intron drugi. Kolorem czarnym zaznaczono region niekodujacy,

zielonym nukleotydy sekwencji kodujacej, fioletowym sekwencj¢ intronu drugiego [na podstawie:
Gorska et al. 2013].

Wyr6zniono réwniez warianty mRNA p53 roznigce si¢ pomiedzy sobag sekwencja
nukleotydowg regionu terminalnego 3’. Dotychczas zidentyfikowano trzy takie warianty: a, 3
oraz vy (rys. 5) [Joruiz et al. 2016; Marcel et al. 2011]. Podstawowa forma jest sekwencja
nukleotydowa pozbawiona intronu dziewigtego. Wariant ten zostal oznaczony symbolem o
1 na koncu karboksylowym kodowanego biatka posiada sekwencje aminokwasowa domeny
oligomeryzacyjnej [Marcel et al. 2011]. Dwa pozostale warianty, B i y, powstaja w wyniku
czesciowego zachowania sekwencji intronu dziewigtego [Marcel et al. 2011]. Wariant 3
opisano w 1996 roku, jako transkrypt zawierajacy zmiang¢ konca karboksylowego bialka,
analogiczng do zaobserwowanej wczesniej w p53 w komoérkach myszy [Flaman et al. 1996].
Ten wariant mRNA u cztowieka po raz pierwszy zaobserwowano w limfocytach 1 wykazano,
ze zawiera on dodatkowy, 133 nukleotydowy fragment intronu dziewiatego, przeksztatcony

w sekwencj¢ kodujaca. Wykazano, ze mRNA p53f wystepuje w zdrowych tkankach
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ludzkich, np. w skorze, piersi, zotadku, pgcherzu i migdatkach [Flaman et al. 1996]. Okazato
si¢, ze w limfocytach krwi obwodowej mRNA stanowi ok. 5-10% ogdlnej ilosci mRNA p53
[Flaman et al. 1996]. Kolejny wariant stanowi zidentyfikowany w okre¢znicy transkrypt v,
w ktorego sekwencji nukleotydowej rowniez zostaje zachowana cze$¢ intronu dziewigtego

[Bourdon et al. 2005] (rys. 5).

Przeprowadzono badania majace na celu identyfikacje tkanek ludzkich, w ktérych
dochodzi do transkrypcji sze$ciu wariantow mRNA p53: z niezmienionym koncem 5’
posiadajacym rozne warianty konca 3’: a, B 1 y oraz transkryptem inicjowanym w miejscu
promotorowym P2, zawierajacym trzy wersje konca 3’: o, B i y [Bourdon et al. 2005].
Warianty mRNA zostaly oznaczone odpowiednio: p53a, p53B, p53y, P2p53a, P2p53p
1 P2p53y. Wykazano, ze ekspresja wariantow splicingowych mRNA p53 zachodzi w sposdb
specyficzny tkankowo [Bourdon et al. 2005]. Wariant p53a ulega ekspresji we wszystkich
analizowanych tkankach, p53p zidentyfikowano w wigkszos$ci badanych tkanek, lecz nie
wykryto ich w mdzgu, mig¢éniach, plucach, rdzeniu krggowym, prostacie, mozgu i watrobie
ptodu, a p53y nie zostalo wykryte w ptucach, §ledzionie, rdzeniu krggowym, jadrach oraz
w moézgu i1 watrobie ptodu [Bourdon et al. 2005]. Warianty mRNA rozpoczynajace si¢ od
miejsca P2 réwniez ulegajg ekspresji w wiekszosci badanych tkanek, za wyjatkiem migsni
szkieletowych, prostaty, macicy i piersi w przypadku P2p53a oraz moézgu, sercu, plucach,
jelicie, piersi, $liniankach 1 watrobie ptodu w przypadku P2p53y. W przeciwienstwie do
pozostatych wariantow mRNA, obecnos¢ P2p53P zaobserwowano tylko w nielicznych tkankach:

okreznicy, szpiku kostnym, jelicie, jadrach oraz mézgu ptodu [Bourdon et al. 2005].

Ostatnim zidentyfikowanym dotychczas mRNA p53 jest p53y, homolog mysiego
p53vy, ktory rowniez powstaje w wyniku alternatywnego splicingu intronu szostego [Senturk
et al. 2014]. W badaniach wykorzystano materiat pochodzacy od pacjentéw znajdujgcych si¢
we wczesnym stadium gruczolakoraka. Wykazano, ze 20% analizowanych tkanek zawiera
mRNA p53y [Senturk et al. 2014]. Co wigcej, po doglebnej analizie miejsc ulegajacych
mutacjom w genie TP53 w nowotworach ludzkich zauwazono, ze mutacja miejsca
akceptorowego, zlokalizowanego pomigdzy intronem széstym a eksonem siddmym,
wystepuje najczesdciej sposrod wszystkich mutacji intronowych w obrgbie genu TP53,
sprzyjajac tym samym wykorzystaniu kryptycznego miejsca splicingowego w intronie
szOstym oraz faworyzujac powstanie izoformy p53y [Senturk et al. 2014]. Wykazano, ze

MRNA p53y stanowit gléwny wariant ulegajacy ekspresji w linii komorkowej zawierajace;j
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mutacje miejsca splicingowego pomiedzy intronem szostym a eksonem sid6dmym

w komorkach linii HOP62 [Senturk et al. 2014].

2.7. Budowa ludzkiego bialka pS53

Podstawowg izoformg biatka p53 jest biatko pelnej dtugosci. W komorkach ludzkich
sktada si¢ ono z 393 reszt aminokwasowych i1 zawiera domeny o funkcjach analogicznych

do wystepujacych w mysim biatku p53 pelnej dtugosci [Joerger & Fersht, 2010] (rys. 8).

N-koniec biatka C-koniec biatka

1 94

40 6 292 325 356 393

Rys. 8. Schemat budowy ludzkiego biatka p53. Kolorem zielonym zaznaczono region N-koncowy
biatka, niebieskim domen¢ wiazaca DNA, szarym domeng oligomeryzacyjng. TAD1 — domena
transaktywacyjna 1, TAD2 — domena transaktywacyjna 2, PRD — domena bogata w proliny, DBD
— domena wigzaca DNA, OD — domena oligomeryzacyjna, RD — domena regulatorowa. Liczby
pod schematem reprezentujg numery reszt aminokwasowych odpowiednie dla poszczegdlnych domen
[na podstawie: Joerger & Fersht, 2010].

2.8. Izoformy ludzkiego biatka p53

Dotychczas w literaturze opisano przynajmniej trzynascie izoform ludzkiego biatka
p53, ktore moga rozni¢ si¢ pomiedzy sobg zaré6wno na koncu aminowym, jak
1 karboksylowym: p53 (zwane réwniez p53a), A40p53, A133p53, A160pS3, p53B, A40p53B,
A133p53B, A160p53p, pS3y, A40p53y, A133p53y, A160p53y oraz pS53y (rys. 9) [Marcel et
al. 2011; Senturk et al. 2014]. Ich nazwy sg skonstruowane analogicznie do nazw izoform
wystepujacych w komoérkach mysich: biatka skrocone z konca aminowego s3 oznaczone
symbolem A, po ktorym nast¢puje numer aminokwasu, od ktérego rozpoczyna si¢ synteza
danej izoformy, natomiast warianty p53 ze zmienionym koncem karboksylowym posiadaja na
koncu nazwy dopisane greckie litery a, B 1 y. Poszczegdlne izoformy sg syntezowane
z wykorzystaniem transkryptow opisanych w rozdziale ,,2.6. Gen TP53 u czlowieka oraz
kodowane przez niego transkrypty mRNA”, powstajacych poprzez wykorzystanie réznych
miejsc paromotorowych lub alternatywny splicing. Dodatkowo, wykorzystywane sa rowniez

alternatywne miejsca inicjacji translacji znajdujace si¢ w obrebie otwartej ramki odczytu (rys. 5).
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Rys. 9. Schemat przedstawiajacy izoformy biatka p53 scharakteryzowane w komorkach ludzkich,
roznigce si¢ pomiedzy sobg sekwencja reszt aminokwasowych, zlokalizowanych na koncu aminowym
i/lub karboksylowym. Kolory i oznaczenia poszczegdlnych czg$ci biatka przedstawione zostaty
w sposéb analogiczny do rys. 3.

Bialko p53 petnej dlugosci (p53a) (rys. 9) stanowi gtdéwng izoforme p53 wystepujaca
w komorkach ludzkich. Izoforma ta syntezowana jest z kodonu AUG1 umiejscowionego
na poczatku eksonu drugiego [Lamb & Crawford, 1986]. Matrycg mRNA wykorzystywang
do syntezy p53a sa transkrypty, ktorych synteza rozpoczyna si¢ z miejsc promotorowych PO,
P1 lub P1’ z niezmienionym koncem C. Wykazano, ze p53 pelnej dlugosci zlokalizowane jest
glownie w jadrze komorkowym [Ghosh et al. 2004, Bourdon et al. 2005]. Wystepuje szereg
doniesien literaturowych, w ktorych opisano wptyw warunkéw stresowych na zmiany ilosci
biatka p53 pelnej dlugosci w liniach komérkowych. W przypadku zastosowania czynnikow

wywolujacych stres genotoksyczny zaobserwowano kumulacj¢ biatka p53 w komodrkach
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[Candeias et al. 2006], podobne obserwacje poczyniono analizujac wptyw niedoboru glukozy
[Khan et al. 2015] lub zahamowania procesu transkrypcji [Bourdon et al. 2005].
W przypadku stresu siateczki $rodplazmatycznej zauwazono dwa odmienne efekty: ilos$¢
biatka p53 pelnej dtugosci zwigkszata si¢ lub zmniejszata, w zaleznosci od wykorzystanej

linii komoérkowej [Candeias et al. 2006; Mlynarczyk C & Féahraeus R, 2014].

W komorkach ludzkich wystepuja rowniez izoformy biatka p53 B oraz vy, ktére od
biatka p53 pelnej dlugosci réznig sie¢ sekwencjg reszt aminokwasowych na koncu
karboksylowym biatka. Sg one syntezowane z wykorzystaniem matryc opisanych wczesniej
transkryptow mRNA ze zmienionym koncem 3’°, powstalym w wyniku retencji intronu 9.
Biatko p53p sktada si¢ z 341 reszt aminokwasowych, sposrod ktorych dziesie¢ ostatnich jest
zmienionych w stosunku do biatka p53a w wyniku alternatywnego splicingu pre-mRNA oraz
obecnosci kodonu terminacyjnego w intronie dziewigtym [Bourdon et al. 2005]. Zmiany
w obregbie konca karboksylowego powoduja, ze p53p pozbawione jest czeSci domeny
oligomeryzacyjnej [Flaman et al. 1996]. Udowodniono, ze pomimo jej braku, izoformy p53p3
i p53a moga tworzy¢ kompleks biatkowy [Bourdon et al. 2005]. Ponadto zaobserwowano, ze
biatko p53p nie wigze DNA w warunkach in vitro, a jego aktywnos$¢ transkrypcyjna jest
uszkodzona w warunkach in vivo zarowno w komorkach drozdzowych, jak i ssaczych
[Flaman et al. 1996]. W kolejnych badaniach udowodniono, ze p53 moze wzmacnia¢
aktywno$¢ transkrypcyjng p53 w stosunku do wybranych promotoréw. Analizujac materiat
pobrany od trzydziestu pacjentek cierpigcych na raka piersi wykazano obecnos¢ mRNA p53f3
u dziesigciu z nich [Bourdon et al. 2005]. Biatko p53B zlokalizowane zostalo gtownie
w jadrze komorkowym, cho¢ jego niewielkie ilo$ci zaobserwowano réwniez w cytoplazmie.
Ponadto wykazano, ze pod wplywem zastosowania aktynomycyny D, inhibitora transkrypcji
[Sobell, 1985], nie dochodzi do zwigkszenia poziomu biatka p533 w komorkach linii
komorkowej raka piersi MCF7 oraz linii komoérkowej kostniakomigsaka U20S. Wzrost
poziomu tego biatka zaobserwowano w komodrkach nowotworowych raka ptuc H1299,
transfekowanych wektorem zawierajacym sekwencje DNA kodujaca biatko p53p. Sugeruje
si¢, ze brak zwigkszenia poziomu p53f w liniach komorkowych MCF7 1 S20S moze byc¢
spowodowany nieprawidtowg regulacjg syntezy biatka p53 [Bourdon et al. 2005].

Izoformg biatka p53y opisano po raz pierwszy w 2005 roku [Bourdon et al. 2005].
W wyniku alternatywnego splicingu intronu dziewigtego ostatnich dwadziescia pigé reszt
aminokwasowych wystepujacych w p53a zostalo zastgpione pigtnastoaminokwasowa

sekwencja, co, podobnie jak w przypadku p53p, rowniez skutkuje utrata czgsci domeny
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oligomeryzacyjnej [Khoury & Bourdon, 2011]. W zwiazku z trudno$cia w wytworzeniu
specyficznego przeciwciata, biatko pS3y nie zostato dotychczas scharakteryzowane w lizacie
komoérkowym. Nieliczne badania dotyczace tego biatka byly prowadzone w transfekowane;j
linii komoérkowej H1299 [Bourdon et al. 2005]. Izoforma p53y zlokalizowana zostala
zaréwno w jadrze komodrkowym jak i w cytoplazmie, w zwigzku z czym sugeruje si¢, ze moze
ona przemieszcza¢ si¢ pomigdzy tymi przedziatami subkomorkowymi. Nie wiadomo czy
p53y moze wywiera¢ wptyw na przebieg proceséw nowotworowych, jako ze mRNA p53y nie
zostalo zidentyfikowane w materiale pobranym od trzydziestu pacjentow cierpigcych na raka

piersi [Bourdon et al. 2005].

Kolejng izoformg biatka p53 jest A40p53, zwana rowniez p53/47 [Courtois et al.
2002], p47 [Ghosh et al. 2004] lub ANp53 [Btaszczyk & Ciesiotka, 2011]. W komorkach
ludzkich izoforme t¢ zidentyfikowano w 1984 roku [Matlashewski et al. 1984], a nastepnie
w 2002 roku opisano jg ponownie jako naturalnie wystgpujacg izoforme biatka p53 [Courtois
et al. 2002]. Izoforma A40p53 pozbawiona jest pierwszych 39 aminokwasdéw, tym samym nie
zawiera ona domeny TAD1 [Courtois et al. 2002]. Synteza A40p53 zachodzi z kodonu AUG2
zlokalizowanego w eksonie czwartym (rys. 5) [Courtois et al. 2002]. Matryc¢ do syntezy
A40p53 moga stanowi¢ te same mRNA, co w przypadku p53a, czyli PO, P1 lub PI’
z niezmienionym koncem 3’. Postuluje si¢, ze A40p53 moze powstawal poprzez
wykorzystanie nastgpujacych mechanizméw inicjacji translacji [Swiatkowska et al. 2016]:
reinicjacj¢ translacji, nieprecyzyjne skanowanie (ang. leaky scanning) polegajace na
pominieciu prawidlowego kodonu start podczas inicjacji translacji i rozpoczeciu syntezy
biatka od innego kodonu AUG [Dzikiewicz & Szweykowska-Kulinska, 2006] lub na skutek
translacji zaleznej od elementow IRES [Yang et al. 2006]. W przypadku wykorzystania wyzej
wymienionych mRNA jako matrycy, w komorkach ludzkich moze dochodzi¢ do koekspres;i
izoform p53a i A40p53. Synteza A40pS53 moglaby zachodzi¢ rowniez z wykorzystaniem
transkryptu z zachowanym intronem drugim. Jest to jedyna dotychczas opisana izoforma
powstajaca z tego transkryptu, jako ze synteza p53 peinej dlugosci jest uniemozliwiona
poprzez wystgpowanie kodondéw terminacyjnych w obrebie eksonu drugiego,
zlokalizowanych powyzej kodonu AUG bedacego kodonem inicjacyjnym dla A40p53 [Ghosh
et al. 2004]. Wykazano takze, ze moga powstawaé oligomery bialek A40p53 i p53 pelnej
dhlugosci, a A40p53 hamuje aktywno$¢ transkrypcyjng p53 [Courtois et al. 2002].
W komorkach nowotworowych niezawierajagcych endogennego p53 ekspresja A40pS3 jest

tolerowana, podobnie jak ekspresja p53 w obecnosci A40p53, jednak ekspresja jedynie p53
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nie byla mozliwa. Na podstawie powyzszych obserwacji sugeruje si¢, ze A40p53, poprzez
kontrole p53 pelnej dlugosci, wptywa na zywotno$¢ komorek [Ghosh et al. 2004].
Zaobserwowano réwniez, ze A40pS53 jest zlokalizowana gléwnie w cytoplazmie 1 ma
zdolnos¢ do zmiany lokalizacji p53 pelnej dlugosci z jadrowej na cytoplazmatyczng [ Ghosh et
al. 2004]. Ponadto, zastosowanie czynnikow wywolujacych stres komorkowy, np.
genotoksyczny, siateczki  $rddplazmatycznej czy niedoboru glukozy, skutkowalo
zwigkszeniem poziomu izoformy A40p53 w komorkach [Candeias et al. 2006;
Mlynarczyk C & Fahraeus R, 2014; Khan et al. 2015].

Postuluje sie wystgpowanie dwoch dodatkowych izoform A40p53 zawierajacych
odmienne sekwencje aminokwasowe koncow karboksylowych: A40p53p3 1 A40p53y [Marcel
et al. 2011]. Biatka te sa syntezowane na podstawie transkryptow wykorzystywanych podczas
syntezy p53f i1 p53y, a brak domeny transaktywacyjnej TAD1 spowodowany jest, podobnie
jak w przypadku p53a, wykorzystaniem mechanizmu wewnetrznej inicjacji translacji.
[zoformom A40p53B 1 A40p53y poswiecono stosunkowo niewiele badan, w zwigzku z czym
dotychczas nie opisano ani lokalizacji komorkowej tych biatek ani jaki wptyw na poziom

odpowiedniej izoformy w komoérce wywoluje zastosowanie warunkow stresowych.

Biatka A133p53 oraz A160p53 stanowia dwie kolejne izoformy skrocone z konca
aminowego o odpowiednio 132 1 159 reszt aminokwasowych. Syntetyzowane sa
z wykorzystaniem jako matrycy mRNA transkrybowanego z miejsca promotorowego P2
(rys. 5). Zarowno A133p53 jak i A160p53 mogg wystepowaé w formie ze zmienionym
koncem C, powstatym w wyniku opisanego wczesniej alternatywnego splicingu pre-mRNA:

A133p53p, A133p53y oraz A160p53B 1 A160p53y [Joruiz & Bourdon, 2016].

Izoforma A133p53 zostala opisana po raz pierwszy w 2005 roku i wykazano,
ze zlokalizowana jest gldwnie w obrebie jadra komorkowego, a niewielkie jej ilo$ci zostaty
rowniez zauwazone w cytoplazmie [Bourdon et al. 2005]. Istotnym utrudnieniem
w badaniach nad tg izoformg biatka jest fakt, ze wszystkie reszty aminokwasowe wystgpujace
w A133p53 zawarte sg rowniez w biatku pelnej dlugosci, co uniemozliwia wyprodukowanie
przeciwciala skierowanego specyficznie przeciw A133p53 [Bourdon et al. 2005]. Nie mniej
jednak, w 24 sposrod analizowanych 30 przypadkow raka piersi wykazano wystepowanie
MRNA kodujacego A133p53, nie stwierdzono go natomiast w materiale kontrolnym,

pobranym od 0s6b zdrowych [Bourdon et al. 2005].
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Wystepowanie dwoch kolejnych  wariantéw  A133p53 udowodniono poprzez
transfekcje komorek plazmidem zawierajacym odpowiednig sekwencje DNA, kodujaca
A133p53B3 lub A133p53y [Bourdon et al. 2005]. Ponadto wykazano, ze w komorkach
ludzkich izoforma A133p53f jest syntezowana, natomiast izoforma A133p53y dotychczas nie
zostata scharakteryzowana w lizacie komorkowym, w zwigzku z trudnosciag w wytworzeniu
specyficznego przeciwciata. Jednak badania dotyczace tego biatka byty prowadzone
w transfekowanej linii komoérkowej H1299 [Bourdon et al. 2005]. Izoforma A133p53p zostata
zlokalizowana zar6wno w obrebie jadra komorkowego, jak i w cytoplazmie, na podstawie
czego mozna sugerowac, ze lokalizacja komorkowa biatka p53 jest zalezna od obu koncow
biatka, zar6wno aminowego, jak i karboksylowego. Wykazano rowniez, ze w czes$ci komorek
biatko A133p53p tworzy skupiska, tzw. foci [Bourdon et al. 2005]. W przypadku biatka
A133p53y wykazano, ze znajduje si¢ ono jedynie w cytoplazmie. Na podstawie tej obserwacji
sugerowano, ze lokalizacja komdorkowa moze by¢ regulowana przez odcinek znajdujacy sig¢
w obrebie alternatywnego konca C [Bourdon et al. 2005]. Podobnie jak w przypadku p53p,
po wywolaniu stresu komorkowego spowodowanego zastosowaniem inhibitora transkrypcji,
poziom biatka A133p538 w liniach komérkowych MCF7 1 U20S nie zwigkszyt si¢. Jak dotad
obecno$ci mRNA kodujacego biatka A133p53B i A133p53y nie wykazano ani w materiale
pochodzacym od pacjentow cierpigcych na raka piersi, ani w materiale kontrolnym, pobranym

od pacjentow zdrowych [Bourdon et al. 2005].

Izoforme¢ A160p53 opisano w 2010 roku [Marcel et al. 2010]. Podczas prac nad
mRNA rozpoczynajacym si¢ z miejsca promotorowego P2 zauwazono, ze prawdopodobnie
na matrycy tego transkryptu moga by¢ syntezowane dwa bialka. Transkrypt P2, oprocz
kodonu inicjacyjnego dla izoformy A133p53, w eksonie piatym zawiera jeszcze jeden kodon
AUG (AUG4, rys. 5), z ktérego moze by¢ syntezowana izoforma A160p53. Kodon ten jest
zlokalizowany w otwartej ramce odczytu, w obrebie optymalnej sekwencji ‘Kozak’ [Marcel
et al. 2010]. Potwierdzenie syntezy izoformy A160p53 z mRNA P2 uzyskano poprzez
zamian¢ kodonu AUG4 na kodon leucynowy, co uniemozliwilo detekcje biatka A160p53
[Marcel et al. 2010]. Dzigki transfekcji linii komorkowej H1299, pozbawionej endogennego
p53, wektorami kodujacymi izoformy, odpowiednio: A160p53a lub A160p53B wykazano
syntez¢ obu izoform w komorce. A160p53a zlokalizowane jest gtdéwnie na obrzezach jadra
komorkowego, natomiast A160p53p w niektorych komodrkach tworzy skupiska, tzw. foci.
Biorgc pod uwage fakt, ze w przypadku izoformy A133p53p rowniez obserwowane sg

podobne skupiska sugeruje si¢, ze za ich tworzenie odpowiedzialny jest peptyd kodujacy
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izoforme B [Marcel et al. 2010]. Poziom biatka A160p53p moze by¢ regulowany podczas

procesu roznicowania komorek przy zastosowaniu heminy [Marcel et al. 2010].

Dotychczas nie wykazano syntezy izoformy A160p53y, jednak sugeruje si¢ jej
wystepowanie na podstawie detekcji analogicznych izoform biatka p53, zawierajacych

wydluzong sekwencje¢ aminokwasowg z konca aminowego (np. A133p53) [Marcel et al. 2010].

Ostatnig zidentyfikowang dotychczas izoforma biatka p53 jest p53y. Biatko to po raz
pierwszy opisano w 2014 roku. Syntetyzowane jest ono na matrycy mRNA powstajacej
w wyniku opisanego powyzej alternatywnego splicingu intronu szostego. W zwigzku
z wystegpowaniem w sekwencji nukleotydowej mRNA przedwczesnego kodonu
terminacyjnego, izoforma p53vy jest skrocona z konca karboksylowego w stosunku do biatka
p53 petnej dhugosci: pozbawiona jest czesci biatka niezbednej do wigzania sekwencji DNA
oraz domeny oligomeryzacyjnej [Senturk et al. 2014]. Udowodniono, ze w zwiazku
z brakiem sekwencji wigzacej DNA, izoforma p53y nie wykazuje aktywnosci
transkrypcyjnej. Moze ona prowadzi¢ do hamowania ekspresji genéw regulowanych przez
biatko p53 pelnej dhugosci oraz do nabycia przez komoérke cech komorek mezenchymalnych
[Senturk et al. 2014]. W warunkach fizjologicznych izoforma p53y zlokalizowana jest
glownie w cytoplazmie [Senturk et al. 2014]. Schematyczne zestawienie wszystkich

opisanych powyzej izoform ludzkiego biatka p53 przedstawiono na rysunku 9.

2.9. Bialka i RNA oddzialujace z regionem niekodujacym 5> mRNA p53

W komorkach ludzkich scharakteryzowano dotychczas wiecej czynnikoéw
oddziatujacych z regionem niekodujacym 5> mRNA p53 niz w przypadku myszy, z czego
duza czg$¢ stanowig biatka o aktywnosci ITAF. Wszystkie opisane czynniki w istotny sposéb
wplywaja na funkcjonowanie mRNA kodujacego biatko p53 (tabela 3).

Biatkiem, ktore zostatlo scharakteryzowane jako ITAF jest biatko PTB (ang.
polypyrimidine tract-binding protein), wiazace ciagi polipirymidynowe, zwane roéwniez
hnRNP1. Wykazano, ze wyciszenie biatka PTB skutkowato obnizeniem aktywnosci elementu
IRES. Ponadto, po zastosowaniu doksorubicyny, czynnika wywotujacego stres
genotoksyczny, zauwazono translokacje PTB z jadra do cytoplazmy, co powigzano ze
zwigkszong syntezg izoform biatka p53 [Grover et al. 2008]. Wykazano, ze wystepujacy
naturalnie w regionie 5’UTR mRNA p53 polimorfizm pojedynczego nukleotydu (SNP, ang.
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single nucleotide polymorphism) C119T powoduje spadek wigzania PTB do mRNA,
powodujac jednoczesénie spadek aktywnosci IRES [Khan et al. 2013].

Tabela 3. Czynniki wigzace si¢ do regionu nickodujacego 5 mRNA p53.

Czynnik Funkcja Referencja

ITAF. Wzmacnia translacje mRNA p53.
W stresie genotoksycznym ulega translokacji
PUE (i) z jadra do cytoplazmy, prawdopodobnie
umozliwiajac zwigkszong syntez¢ p53.

Khan et al. 2013

ITAF. Wzmacnia translacje mRNA p53.
TCP80 (NF90) W warunkach stresowych wigze si¢ z RHA, Halaby et al. 2015
nadekspresja obu biatek zwigksza synteze p53.

RHA W warunkach stresowych wigze si¢ z TCP80,

nadekspresja obu biatek zwigksza syntezg p53. el ey el 20

ITAF. Hamuje translacjc mRNA p53. Wiaze

Pdcd4 si¢ z elF4A, wplywajac na zahamowanie Wedeken et al. 2011
translacji.
Ku ITAF. Hamuje translacje mRNA p53. Lamaa et al. 2016
RMB3S8 ITAF. Hamuje translacj¢e mRNA p53. Wiaze
si¢ z eIF4E, wptywajac na zahamowanie Zhang et al. 2011
(HNPC1) "
translacji.
PSF (PSFQ) Wptywa na synteze p53 oraz A40p53. Sharathczf:)a{lzd FEElL
Anneksyna A2 Wptywa na synteze p53 oraz A40p53. Sharathczf})a{lzd raetal
DAPS5 (p97, . . Weingarten-Gabbay et al.
NAT1) ITAF. Wzmacnia translacje mRNA p53. 2014
Wzmacnia translacj¢ w odpowiedzi na .
RPL26 uszkodzenie DNA. Takagi et al. 2005
. Hamuje translacj¢ mRNA p53. W warunkach -
el stresowych wzmacnia translacje mRNA p53. UL el 200
p53 Hamuje translacje mRNA p53. Mosner et al. 1995
Wrap53 Reguluje poziom mRNA p53 w komorce. Mahmoudi et al. 2009

Biatko TCP80 (NF90) kontrolujace translacj¢ (ang. Translation Control Protein 80)
rowniez pelni funkcje ITAF. Wykazano, ze oddzialuje z regionem niekodujagcym 5° mRNA
p53 in vivo po zastosowaniu stresu genotoksycznego, a jego nadekspresja powoduje wzrost

aktywnosci elementéw IRES w odpowiedzi na uszkodzenie RNA. Ponadto, w warunkach
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stresowych TCP80 wigze si¢ z helikaza RNA A, RHA (ang. RNA helicase A), a nadekspresja
obu biatek, TCP80 i RHA, prowadzi do zwigkszonej ekspresji p53 [Halaby et al. 2015].

Nastepnym scharakteryzowanym biatkiem jest biatko programowanej Smierci komorki
Pdcd4 (ang. Programmed cell death protein 4), ktore wigzac si¢ do mRNA p53 hamuje
syntez¢ biatka p53, utrzymujac tym samym jego niski poziom w komorce. Wykazano
roOwniez, ze na obserwowany efekt obnizenia efektywnos$ci syntezy wptywa takze wigzanie
Pdcd4 z eukariotycznym czynnikiem inicjacyjnym 4A elF4A (ang. eukaryotic initiation
factor-4A) [Wedeken et al. 2011].

Bialko Ku scharakteryzowano jako biatko oddziatujace z elementem strukturalnym
typu spinki do wloséw zlokalizowanym w regionie niekodujacym 5 mRNA p53. Biatko Ku
ma wplyw na utrzymanie biatka p53 na niskim poziomie w komorce. Hamowanie syntezy p53
przez biatko Ku ulega zaburzeniu po zastosowaniu stresu genotoksycznego, co jest spowodowane

acylacja biatka Ku i zaburzeniem oddziatywania Ku z mRNA p53 [Lamaa et al. 2016].

Rowniez biatko wigzagce RNA RMB38 (HNPC1) (ang. RNA binding motif) opisano
jako regulujace translacj¢ MRNA p53 poprzez wigzanie m. in. do regionu 5’UTR. Jego
dziatanie polega na hamowaniu syntezy bialka p53 poprzez bezposrednie oddziatywanie
z czynnikiem eIF4E, uniemozliwiajace wigzanie tego czynnika do mRNA [Zhang et al.
2011]. Fosforylacja seryny 195 biatka RBM38 blokuje oddzialywanie z mRNA p53, co
prowadzi do aktywacji translacji [Zhang et al. 2013].

Dwa kolejne biatka funkcjonujace jako ITAF to anneksyna A2 (ang. Annexin A2)
I czynnik splicingowy wiazacy PTB, PSF lub PSFQ (ang. PTB associated Splicing Factor).
Oba biatka maja wplyw na regulacj¢ syntezy zarowno p53 pelnej dlugosci, jak i jego
skroconej izoformy A40p53. Wykazano, ze biatka te moga si¢ wigza¢ do mRNA p53
w wigcej niz jednym miejscu, m. in. w okolicy kodonow inicjacyjnych AUG1 oraz AUG?2.
Przypuszcza si¢, ze biatka te moga bra¢ udziat w wigzaniu podjednostki rybosomu 40S lub
stabilizowa¢ kompleks podczas wewnetrznej inicjacji. Ponadto wykazano, ze biatka te wigza
sic do mRNA w tych samych miejscach, mozna wigc domniemywaé ze moga by¢ one

wykorzystywane oddzielnie w roznych warunkach stresowych [Sharathchandra et al. 2012].

Bialko DAPS, nazywane réwniez p97 lub NATI, opisano jako czynnik promujacy
translacj¢ mRNA zawierajacych elementy IRES. Wykazano oddzialywanie DAPS5 z IRES
zlokalizowanym w mRNA p53 i udowodniono, ze wyciszenie DAP5 prowadzi do obnizenia

syntezy p53 oraz izoformy A40p53 [Weingarten-Gabbay et al. 2014].
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Kolejnym biatkiem, ktore opisano jako oddziatujace z regionem 5’UTR mRNA p53
jest rybosomalne biatko L26 (RPL26, ang. ribosomal protein L26), opisane w rozdziale

charakteryzujacym czynniki oddziatujace z regionem niekodujagcym 5> mRNA p53 myszy.

Nukleolina (ang. nucleolin) réwniez oddziatuje z regionem niekodujagcym 5 mRNA
p53. W warunkach normalnych biatko to hamuje translacj¢ p53, utrzymujac tym samym jego
niski poziom w komoérce. W warunkach stresowych nukleolina stymuluje synteze p53

i konkuruje z biatkiem RPL26 [Takagi et al. 2005, Harnikova et al. 2019].

Nalezy réwniez zaznaczy¢, ze biatko p53 pelnej dtugosci réwniez moze si¢ wigzad

do wlasnego mRNA, hamujac jego translacj¢ [Mosner et al. 1995].

Przeprowadzono badania wykazujace, ze nie tylko biatka, ale rowniez RNA moze
wiazac¢ si¢ do regionu terminalnego 5> mRNA p53, wpltywajac na jego translacje. Takim RNA
jest Wrap53, naturalny transkrypt antysensowy regulujacy poziom mRNA p53, wykazujacy
si¢ duzg zachowawczoscig ewolucyjng [Mahmoudi et al. 2009].

Zestawienie wszystkich opisanych czynnikow oddzialujacych z regionem

niekodujacym 5 mRNA p53 zaprezentowano w tabeli 3.

2.10. Funkcja p53

Biatko p53 bierze udziat w regulacji licznych proceséw komoérkowych. Celem
niniejszego rozdziatu nie jest doktadne przedstawienie wszystkich funkcji p53, lecz jedynie
nakres$lenie ogolnego obrazu ilustrujagcego wazng role tego biatka w procesach komoérkowych
(rys.10). Biatko p53 w odpowiedzi na stres reguluje zatrzymanie cyklu komodrkowego,
naprawe¢ DNA, apoptoze oraz starzenie. Sa to tak zwane ,,klasyczne odpowiedzi p53” [Kaiser
et al. 2018]. odpowiedz p53 na stres jest elastyczna i zalezy od wielu réznych czynnikow,
takich jak rodzaj oraz stopien zréznicowania komorek, warunki stresowe oraz sygnaly
docierajagce do komorki z otoczenia [Kastenhuber et al. 2017]. Wykazano, ze p53
w odpowiedzi na uszkodzenie DNA hamuje proliferacj¢ poprzez przejsciowe zahamowanie
fazy G1 cyklu komorkowego. Zatrzymanie to moze by¢ spowodowane m. in. indukcja
ekspresji genu Cdknla, kodujacego inhibitor kinazy zaleznej od cykliny p21 (ang. cyclin-
dependent kinase inhibitor p21) [Kaiser et al. 2018; Lane, 1992; Kastan et al. 1991;
Brugarolas et al. 1995].
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Rys. 10. Koto obrazujace udzial p53 w regulacji r6znych proceséw komorkowych, opisanych na
obwodzie. W $rodku kota kazdy punkt reprezentuje gen, kazda linia przedstawia oddziatywanie.
Niebieskimi liniami zaznaczono bezposredni wptyw na p53, czerwonymi bezposredni wynik dziatania
p53. ROS — reaktywne formy tlenu, EMT — przejscie epitelialno-mezenchymalne, gtéwne — gtowne
czynniki regulujace aktywno$¢ pS3 [na podstawie: Kastenhuber et al. 2017].

W czasie, w ktérym komorka znajduje si¢ tymczasowo w zatrzymanej fazie G1 dochodzi
do naprawy potencjalnie onkogennych mutacji [Kaiser et al. 2018; Bieging et al. 2014].
p53 moze réwniez stymulowaé naprawe DNA, odbywajaca si¢ na drodze wycinania
uszkodzonych nukleotydow lub naprawy niepoprawnie sparowanych zasad. p53 wptywa na te
procesy poprzez regulowanie genéw kodujacych biatka uczestniczagce w naprawie DNA

[Kaiser et al. 2018]. W odpowiedzi na uszkodzenia oraz na sygnaly S$wiadczace
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o hiperproliferacji p53 indukuje apoptoze poprzez aktywacje genow takich jak Bax, Puma
lub Noxa [Michalak et al. 2009; Fridman et al. 2003]. Dzigki apoptozie usuwane sa komorki

uszkodzone oraz nieprawidlowo proliferujgce, co zapobiega nowotworzeniu [Kaiser et al. 2018].

Bialko p53 jest rowniez zaangazowane w regulacj¢ szeregu innych proceséw, takich
jak metabolizm, ferroptoza, metastaza 1 inwazja komoérek nowotworowych czy
funkcjonowanie komodrek macierzystych. Regulacja metabolizmu przez p53 odbywa si¢
poprzez wpltyw na funkcjonowanie proceséw takich jak aktywnos$¢ antyoksydacyjna,
stymulacja glukoneogenezy, zwickszony katabolizm glutaminy, zmniejszona synteza lipidow
czy zwigkszone utlenianie kwasow thuszczowych [Kastenhuber et al. 2017; Kriuswijk et al.
2015]. Biatko p53 ogranicza glikolize oraz wzmacnia fosforylacje¢ oksydacyjng wykorzystujac
mechanizmy takie jak ograniczenie wychwytywania glukozy poprzez transaktywacje genow
modulujacych aktywnos$¢ kluczowych enzymow cyklu kwasow trikarboksylowych (TCA)
oraz zahamowanie ekspresji Glutl [Kaiser et al. 2018].

Ferroptoza, proces regulowany przez p53, jest to $mier¢ komorkowa nastepujaca
w wyniku zaleznej od zelaza akumulacji produktow peroksydacji lipidow [Yu et al. 2017].
Wykazano, ze p53 reguluje ekspresje gendw zaangazowanych w ferroptoze [Kaiser et al.
2018; Jennis et al. 2016; Ou, et al. 2016]. Ponadto, p53 hamuje transkrypcje SLC7A11, genu
kodujacego element transportera cystyny i glutaminy (ang. cystine/glutamine transporter).
Zablokowanie dziatania transportera zmniejsza wychwytywanie cystyny, a w konsekwencji
prowadzi do skierowania komorki na droge ferroptozy [Kaiser et al. 2018; Jiang et al. 2015].
W catym procesie istotng rolg odgrywa lizyna 98 biatka p53, czyli czwarte miejsce acetylacji
tego biatka. Udowodniono, ze wprowadzenie mutacji w tym miejscu powoduje uwolnienie
transkrypcji SLC7A11, a komoérka nie zostaje skierowana na droge ferroptozy [Kaiser et al.
2018; Wang et al. 2016].

Biatko p53 hamuje inwazj¢ komodrek nowotworowych i metastaze [Kaiser et al. 2018;
Muller et al. 2011]. Wykazano, ze p53 ogranicza przejscie epitelialno-mezenchymalne (EMT,
ang. epithelial-mesenchymal transition), proces, w ktorym komorki nabtonkowe traca
wlasciwos$ci adhezyjne 1 nabywaja cechy komorek mezenchymalnych, takie jak zwigkszona
mobilnos¢, inwazyjnos¢ oraz zwigkszona odpornos¢ na apoptoze [Kalluri et al. 2009]. p53
posrednio wpltywa na EMT przez indukcje ekspresji negatywnych regulatoréw czynnikow
transkrypcyjnych kluczowych w procesie przejscia epitelialno-mezenhymalnego [Kaiser et al.
2018; Kim et al. 2011; Chang et al. 2011; Wang et al. 2009].
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Twierdzi sie, ze w trakcie rozwoju biatko p53 sprzyja réznicowaniu komorek
i przeciwdziala pluripotencji [Kaiser et al. 2018]. W nastepstwie uszkodzen DNA dochodzi
do indukcji roznicowania komorek poprzez bezposrednia supresj¢ transkrypciji Nanog [Kaiser
et al. 2018; Lin et al. 2005]. p53 moze rowniez indukowa¢ transkrypcje mikro RNA miR-34a,
tym samym regulujac réwniez w sposob posredni ekspresje genu Nanog oraz innych genow
odpowiedzialnych za pluripotencj¢ [Kaiser et al. 2018; Choi et al. 2011]. Dodatkowo, liczne
prace dowodzg, ze p53 thumi reprogramowanie komorek somatycznych do indukowanych
pluripotencjalnych komoérek macierzystych [Kaiser et al. 2018; Marion et al. 2009; Hanna et
al. 2009; Utikal et al. 2009; Hong et al. 2009; Kawamura et al. 2009].

Biatko p53 nie wptywa zazwyczaj jedynie na pojedynczy regulowany proces. Okazuje
sig, ze aktywno$¢ p53 moze jednoczesnie zmieniaé przebieg kilku na pozér niepowigzanych
procesow. Na podstawie analizy genéw docelowych p53 stwierdzono, ze p53 bierze udziat
w regulacji autofagii oraz wplywa na kontrol¢ reaktywnych form tlenu (ROS, ang. reactive
oxygen species) [Kastenhuber et al. 2017]. Wykazano, ze kinaza ATM chroni komorki przed
apoptoza regulowang przez p53 poprzez zablokowanie autofagii, utrzymujagc tym samym
ROS na niskim poziomie. Nalezy nadmieni¢, ze w tym przypadku apoptoza nie jest
regulowana przez geny docelowe dla p53 [Kastenhuber et al. 2017; Sullivan et al. 2015].
Udowodniono réwniez, ze zmiany zachodzace w procesach metabolicznych pod wplywem
p53 wplywaja na apoptozg, ferroptozg oraz autofagie [Kastenhuber et al. 2017; Gao et al.
2016]. p53 bierze udzial w regulacji regeneracji i reorganizacji tkanek (ang. tissue
remodeling). W poczatkowej fazie procesu dochodzi do aktywacji mitogenow, a aktywnosc¢
p53 zostaje zahamowana, umozliwiajac prawidlowy przebieg reorganizacji [Kastenhuber et

al. 2017, Charni et al. 2017].

Biatko p53 moze réwniez modulowac¢ procesy zachodzace na wyzszym poziomie niz
komorkowy. Wptywa ono na odpowiedZz immunologiczna, umozliwiajac ekspresje genow
zaangazowanych w rekrutacje komorek uktadu odpornosciowego, np. w raku watroby biatko
pS53 umozliwia transkrypcje cytokin wptywajacych na rekrutacje makrofagow, neutrofili

oraz komoérek NK (ang. natural killer) [Kaiser et al. 2018; Xue et al. 2007].

Gama procesow, w ktorych biatko p53 odgrywa istotng rolg¢ nieustannie si¢
powieksza. Stosunkowo nowymi 1 ciekawymi nurtami badan sg prace wskazujgce na udziat

p53 w odpowiedzi na infekcje wirusowe oraz wazng rolg w rybosomopatiach.
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Rézne etapy infekcji wirusowych sa regulowane przez biatko p53. Postuluje sie,
ze wplywanie na aktywnos$¢ p53 moze stanowi¢ terapi¢ celowang przeciw infekcjom
wirusowym, np. poprzez aktywacje p53 i indukcje apoptozy [Aloni-Grinstein et al. 2018].
Przyktadem wstepnych badan nad wspomniang terapig jest proba leczenia raka
ptaskonabtonkowego glowy i szyi powodowanego przez wirus HPV (HNSCC, ang. HPV
head and neck squamous cell carcinoma) z wykorzystaniem 5-azacytydyny (5-aza, ang.
5-Azacytidine). 5-azacytydyna wplywa na demetylacje DNA, prowadzac m. in. do redukcji
ekspresji genéw wirusa HPV oraz do stabilizacji biatka p53, ktére indukuje apoptoze [Aloni-

Grinstein et al. 2018; Biktasova et al. 2017].

Rybosomopatie sg to choroby spowodowane obnizong synteza lub mutacjami
czynnikow niezbednych do skladania rybosomow [Farley-Barnes et al. 2019].
Zaobserwowano korelacj¢ pomiedzy nieprawidlowosciami w funkcjonowaniu rybosoméw
a nowotworzeniem, jednak dotychczas nie poznano mechanizmu taczacego powyzsze procesy
[Sulima et al. 2019]. Biatko p53 moze odgrywaé istotng role w rybosomopatiach poprzez
wpltyw na wiele mechanizméw regulujacych funkcjonowanie komorki. Nieprawidlowe
sktadanie rybosomu powoduje zwigkszenie dostepnosci wolnych biatek rybosomalnych, co
z kolei moze prowadzi¢ do aktywacji p53, a nastgpnie wzmozonej hypoproliferacii,
przechodzacej do hiperproliferacji, przez co pacjenci cierpiagcy na choroby spowodowane
nieprawidlowosciami w funkcjonowaniu rybosoméw wykazuja zwigkszone ryzyko
zachorowania na raka [Sulima et al. 2019]. Takze dysfunkcja rybosomu moze prowadzi¢ do
aktywacji p53: niektére wolne biatka rybosomalne, np. RPLS, moze wigza¢ biatko Mdm?2,
uniemozliwiajac tym samym degradacje pS3 zalezng od Mdm2, co prowadzi do indukcji
aktywnosci p53 [Sulima et al. 2019; Bursac et al. 2012]. Przyktadem rybosomopatii jest
wrodzona dyskeratoza sprz¢zona z chromosomem X (DC, ang. X-linked dyskeratosis
congenita), w ktorej mutacja genu kodujgcego dyskeryne odpowiedzialng za
pseudourydylacj¢ prowadzi do zahamowania IRES-zaleznej translacji p53 [Sulima et al.
2019; Bellodi et al. 2010], zaburzajac tym samym istotng rolg tego biatka w komorce. Rola
p53 w infekcjach wirusowych i rybosomopatiach jest nadal stosunkowo stabo poznana

1 wymaga dalszych badan.
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3. Cel pracy

Celem niniejszej pracy bylo przeprowadzenie kompleksowej analizy strukturalnej

1 funkcjonalnej regionu terminalnego 5> mRNA p53 myszy.

Badania postanowiono rozpocza¢ od okreslenia dtugo$ci regionu niekodujacego 5’

mRNA p53 za pomocg reakcji 5° RACE.

W ramach analizy strukturalnej planowano okresli¢ struktur¢ zarowno drugorzgedowa,
jak 1 trzeciorzedowa regionu terminalnego 5° mRNA p53. Do tego celu zamierzano
wykorzysta¢ techniki mapowania biochemicznego, takie jak indukcja ciecia RNA
w obecnosci jonow Pb?*, SHAPE i modyfikacja siarczanem dimetylu, a takze technike

matokatowego rozpraszania promieniowania rentgenowskiego.

W trakcie analizy funkcjonalnej planowano uzyska¢ odpowiedz na dwa pytania

dotyczace procesu inicjacji translacji:

e czy proces ten moze zachodzi¢ w sposob niezalezny od struktury kapu, zlokalizowane;j
na koncu 5° mRNA p53, analogicznie do obserwacji poczynionych wczesniej
dla ludzkiego mRNA p53,

e od ktorego z dwoch potencjalnych kodondéw inicjacyjnych AUG, zlokalizowanych
w odstepie sze$ciu nukleotydow, rozpoczyna si¢ synteza mysiego biatka p53 pelnej

dtugosci.

Ponadto, interesujace wydawalo si¢ takze sprawdzenie czy i w jaki sposob wywolanie
stresOw genotoksycznego 1 siateczki srodplazmatyczne] moze wplywa¢ na funkcjonowanie
biatka p53 w komorce: czy poziom biatka i mRNA bedzie zaburzony, czy pozostanie bez
zmian. Planowano takze okre$li¢ metodami przewidywania komputerowego, jakie biatka

potencjalnie moglyby si¢ wigza¢ do regionu terminalnego 5’ mRNA p53 myszy.
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4. Wyniki i dyskusja

4.1. Identyfikacja dlugosci i sekwencji nukleotydowej regionu niekodujacego 5> mRNA pS3

Region niekodujacy 5> mRNA pelni istotng role regulatorowa w procesie translacji
[Swigtkowska et al. 2019; Harnikova et al. 2019; Leppek et al. 2018; Takagi et al. 2005].
W komorkach ludzkich 5’UTR mRNA p53 jest odpowiedzialny za regulacje syntezy biatka
w odpowiedzi na stres komorkowy, np. poprzez oddziatywanie z biatkami takimi jak RPL26
lub nukleolina, jak réwniez dzigki elementom IRES (ang. internal ribosome entry site)
umozliwiajgcym translacj¢ niezalezng od struktury kapu [Haronikova et al. 2019]. Pomimo
istotnej funkcji, jaka przypisuje si¢ temu odcinkowi transkryptu, w przypadku mysiego
mRNA p53 dlugos¢ regionu 5’UTR nie zostala dotychczas precyzyjnie okre§lona. Na
podstawie podjetej wczesniej proby charakterystyki tego regionu zaproponowano, ze jego
dhugos¢ wynosi 216 nukleotydoéw, a na koncu 5 powstaje element strukturalny typu spinki do
wlosow. Nie mniej jednak, autorzy publikacji opisane przez siebie wyniki dotyczace dlugosci

regionu niekodujacego 5’ okreslajg jako ,,nierozstrzygajace” (ang. inconclusive) [Bienz et al. 1984].

W  zwigzku z informacjami przedstawionymi powyzej, podjeto dziatania
umozliwiajace precyzyjne okreslenie dlugosci regionu niekodujacego 5° mRNA p53. W tym
celu przeprowadzono reakcje szybkiej amplifikacji koncow 5° mRNA (5’RACE, ang. rapid
amplification of cDNA ends) (rys. 11). Jest to proces wieloetapowy: na matrycy mRNA
syntetyzuje si¢ komplementarny cDNA, przy uzyciu odwrotnej transkryptazy 1 startera
komplementarnego do sekwencji mRNA, ktorego okreslany jest koniec 5’ (GSP1, ang. gene-
specific primer). Nastepnie, oryginalny mRNA ulega degradacji, a ni¢ cDNA zostaje
wydluzona na koncu 3’ przez terminalng deoksyrybonukleotydylotransferazg (TDT,
ang. terminal deoxynucleotidyl transferase) o odcinek skladajacy sie¢ z reszt cytydyny.
W ostatnim etapie uzyskana matryca ulega amplifikacji przy wykorzystaniu startera
komplementarnego do ciggu cytydyn, zawierajacego w swojej sekwencji cigg nukleotydow
guanozyny i inozyny (AAP) oraz startera komplementarnego do sekwencji matrycy cDNA
(GSP2), zlokalizowanego powyzej startera GSP1. Uzyskane produkty reakcji byty
wklonowane w wektor TOPO z systemu TOPO TA Cloning (Invitrogen), umozliwiajacego
bezposrednig insercje produktu PCR do wektora, dzigki wydluzeniu zlinearyzowanego
wektora o reszty nukleotydow tymidynowych na koncach 3’ oraz dotaczeniu topoizomerazy |

do koncéw wektora. Otrzymane w ten sposob produkty reakcji zostaly poddane
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sekwencjonowaniu. Poszczeg6lne etapy eksperymentu zostaly schematycznie przedstawione

narys. 11.

& MRNA_(A),  Przylaczenie startera GSP1 do mRNA
~—GSP1
5’ (A Przepisanie mRNA na cDNA
3, < e —
3, R L B R e RS R RS g R /5, Degradacja mRNA

3 ce-ce 5 Dodanie reszt cytydyny na koncu 3’

Starter AAP
[ e———
3’'cc-cc 5 Amplifikacja cDNA
<—GSP2
-y Tyr-274
R .
| "OH Wklonowanie produktu PCR
CCCTT AAGGG ktora TOP
CGGAA ProduktPCR TTCCC do wektora TOPO
P 0H
>0

/
Tyr-274

Rys. 11. Schemat przedstawiajacy poszczegdlne etapy reakcji 5° RACE oraz wklonowanie produktu
reakcji do wektora. Przygotowano na podstawie protokotu 5’ RACE (5" RACE System for Rapid
Amplification of cDNA Ends, Version 2.0, Invitrogen) oraz protokotu TOPO® TA Cloning® Kit
(Invitrogen).

W reakcji 5’RACE wykorzystano materiat mRNA wyizolowany z trzech réznych
zrddet: 11-dniowych embriondw myszy, mysiej watroby oraz grasicy. Reakcj¢ PCR dla
kazdej probki przeprowadzono w trzech réznych warunkach temperaturowych: 58°C, 62°C
oraz 64°C, celem wuzyskania jak najbardziej jednorodnego produktu reakcji oraz
wyeliminowania produktoéw niespecyficznych. Wyniki reakcji PCR przedstawiono na rys. 12.
Do dalszych etapow, czyli wklonowania do wektora TOPO oraz sekwencjonowania, wybrano
nastepujace produkty reakcji PCR: dla embrionu produkty uzyskane w 62°C, natomiast
w przypadku watroby 1 grasicy produkty PCR uzyskane w 58°C.
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Rys. 12. Wyniki reakcji PCR przeprowadzonej w ramach eksperymentu 5’RACE. Reakcje
prowadzono w trzech wybranych warunkach temperaturowych: 58°C, 62°C oraz 64°C. Czerwonym
prostokatem zaznaczono produkty PCR wykorzystane w dalszych etapach eksperymentu. K oznacza
reakcje kontrolng, w ktérej wykorzystano otrzymany cDNA, przed dodaniem TDT.

Sekwencjonowaniu poddano 29 klonéw zawierajacych inserty pochodzace
z embrionéw oraz po 20 klonow obejmujacych inserty pochodzace z watroby i grasicy.
Na podstawie uzyskanych wynikéw mozna postulowaé, ze mRNA p53 ma wiele miejsc
inicjacji transkrypcji, co wiecej, ich rozktad rézni si¢ zarowno pomig¢dzy tkankami, jak i w ich

obrebie. Wyniki sekwencjonowania zaprezentowano na rysunku 13.

Przyjeto, ze czasteczki mRNA zostang oznaczone w nastepujacy sposob: pierwszy
nukleotyd kodonu inicjacyjnego zostanie oznaczony jako 1, natomiast wszystkie nukleotydy
w regionie niekodujacym 5’ oznaczone bedg liczbami ujemnymi, o wartoSciach
bezwzglednych rosngcych w kierunku konca 5°, a dlugos¢ regionu 5’UTR stanowi¢ bedzie

jednoczesnie nazwe danego transkryptu.
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Nr klonu Embrion

CONDG s WN -

AICCUGGCUGUAGGUAGCGAC UACAGUUAGGEGECADCURBCAUCAGGCCCUC AUCCUCCUCCUUCCC AGCAGGGUGUCACGCUNCUCCGA AGACUGGAUG
CCAUCCUGGCUGUAGGUAGCGA CURCAGUUAGGGEGCADCURAGCAUUCAGGOCCUC AUCCUCCUCCUUCCC AG CAGGGUGUCRCGCUUCTUCGA AGACUGGAUG
UUGGGACC AUCCUGGCUGUAGGUAGCGACTACAGUUAGGGGGCACCUAGCAUUCAGGOCCUC AUCCUCCUCCUUCCC AG CAGGGUGUCADGCUUCUCCGA AGACUGGAUG
AUUGGGACCAUCCUGGCUGUAG GUAGCGACUAC AGUUAGGEGGCAOCURGC AUUCAGGOCCUC AUCCUCETCCUUCCE AG CAGGGUGUCACGCUUCTCCGA AGACUGGAUG
TUCAUUGGGACC AUCCUSGCUGUAGGUAGCGACTACAGIUAGGEGGECACCURGCATUCAGGCCCUC AUCCUCCUCCUNCC G AGCAS GEUGUCACGCUUCUCCGA AGACUGGAUG

-AGUCUUGGGACC AUCCUGGCUGUAGGUAGCGA CUAC AGUUAGGGGGCACCUASCAUUCAGGCCCUC AUCCUCCUCCUUCCC AGCAGGRUGUCACGCUUCUCCGA AGACUGGAUG
AGUUCAUUGGGACC AUCCUGGCUGUAGGUAGCGACUAC AGUURGGEEGCACCUAGCAUUCAGECCCUCAUCCUCCUCCUNCCT AG CAGGGUGUCACGCUUCUCCGAAGACUGG AUG
AGUUCAUUGGGACT AUCCUGGCUGUAGGUAGCEACUACAGUUAGEEGGCACCUAGCAUUCAGEOCCUC AUCCUCCUCCUUCCC AGCAGGGUBUCACGCUUCUCCGARGACUGG AUG
AGUUCAUUGGGACC AUCCUGGCUGUAGGUAGCGACTUAC AGUUAGGEEGCADCUAGCAUUCAGGOCCUC AUCCUCCUCCUUCCC AG CAGGGUGUCACGCUUCUCCGA AGACUGGAUG
AGUUCAUUGGGACC AUCCUGGCUGUAG GUAGCGAC URCAGUURGGGGEGCACCURAGCAUUCAGGOCCUC AUCCUCCUCCUUCCC AG CAGGGUGUCACGCUUCTCCGA AGACUGGAUG
AGUUCAUUGGGACC AUCCUGGCUGUAGGUAGCGACTACAGUUAGGEEGECACCUAGCAUTCAGGOCCUC AUCCUCCUCCUNICCC AG CAGGGUGUCACGCUUCUCCGA AGACUGGAUG
AGUUCAUUGGEGACC AUCCUGGCUGUAGGUAGCGAC UAC AGUUAGEEEGCACCUREC AUUCAGGOCCUC AUCCUCCUCCUUCCC AGCAGGGUGUCACGCUUCUCCGAAGACUGCAUG
AGUUCAUUGGEACC ACCUGGIUGUAGGUAGCEAC UACAGUUAGGEEGCACCUABCAUUCAGGOCCUC AUCCUCCUCCUNCCC AGCAGGGUGUCACGCUUCUCCGA AGACUGG AUG
AGUUCAUUGGGACC AUCCUGGCUGUAGGUAGCGAC UACAGUUAGEEEGCACCURGCAUUCAGGOCCUC AUCCUCCUCCUUCCC AGCAGGGUGUCACGCUUCUCCGAAGACUGGAUG
AGUUCAUUGGGACC AUCCUGGCUGUAGGUAGCGA CUACAGUUAGGEGGCACCUAGCAUUCAGGOCCUC AUCCUCCUCCUUCCC AGCAGGGUGUCACGCUUCUCCGA AGACUGG AUG
BGUUCAUUGGGACT AUCCUGGCUGURGGUAGCGA CURCAGUUAGGGGGUACCURGUAUUCAGGEOCCUC AUCCUCCUCCUNCCT AGCAG GGUGUCACGCUUCUCUGA AGRCUGGAUG
AGUUCAUUGGGACCAUCCUGGCUGUAGGUAGCGA CUACAGUUAGGEEECACCUAGCAUUCAGGCCCUC AUCCUCCUCCUUCCC AG CAGGGUGUCACGCUUCUCCGA AGACUGGAUG
AGUUCAUUGGGACC AUCCUGGCUGUAGGUAGCGAC UACAGUUAGGGGGCACCURGCAUUCAGGOCCUC AUCCUCCUCCUUCCC AGCAGGGUGUCACGCUUCUCCGA AGACUGGAUG
UAGUUCAUUGGEACC AUCCUGGCUGUAGGUAGCEA CUACAGUUAGGEGGCACCUAGCAUUCAGGOCCUC AUCCUCCUCCUNCCE AGCAGGGUGUCACGCUUCUCCGAAGACUGG AUG
-UAGUUCAUUGGGACC AUCCUGGCUGUAGGUAGCGAC UACAGUUAGEEEECACCUAECATUCAGGCCCUC AUCCUCCUCCUNCCC AGCAGGEUGUCACGCUUCUCCGA AGRCUGGAUG
JGAGUUCAUUGGGACC AUCCUGGCUGUAGGUAGCGA CUACAGUUAGGGGECACCUAGCAUUCAGGOCCUC AUCCUCCUCCUUCCC AG CAGGGUGUCACGCUUCTCT GRECUGGAUG
-UCAGUUCAUUGGGACC AUCCUGGCUGUAGGUAGCEA CURCAGUUAGGEEECAOCUASCAUUCAGGOCCUC AUCCUCCUCCUUCCT AG CAGGGUGUCACGCUUCUCCGA AGACUGGAUG
IGUCAGUUCAUUGGGACC AUCCUGGCUGUAGGUAGCGAC UACAGUUAGGEGGCACCUASCAUUCAGGOCCUC AUCCUCCUCCUUCCC AG CAGGGUGUCACGCUUCUCCGA AGACUGGAUG
UGUAGCUUC AGUUCAUUGGGACC AUCCUGGCUGUAGGUAGCGA CURCAGUUAGGEEGCACCURGCAUUCAGGCCCUCAUCCUCCUCCUUCCC AGCAGGGUGUCACGCUUCUCCGA AGACUGGARG
UGCAGCUUCAGUUCAUUGGEACCAUCCUGGCUGUAGGUAGCGAC UACAGUUAGGEGECACCUAGCAUUCAGGCCCUC AUCCUCCUCCUNICCC AGCAGGEUGUCACGCUUCUCCGA AGACUGGAUG
BCOCUGGCUA A AGUUCUGUAGCUUC AGUUCAUUGGGACC AUCCUGGCUGUAGGUAGCGA CTAC AGUUAGGEGGCACCUAGCAUTCAGGOCCUC AUCCUCCUCCUUCCC AGCAGGGUGUCACGCUUCUCCGA AGACUGC AUG
—=-UUGGUGCUCACCCUGGCUA A AGUUCUGUAGCUUCAGUUCAUUGGGACC AUCCUGGCUGUAGGUAGCGA CURCAGUUAGGEEGCACCUABCAUUCAGGOCCUC AUCCUCCUCCUUCCC AGCAGGGUGUCACGCUUCUCCGA AGACUGGAUG

Grasica

CUCAUCCUCCUCCUUCCC AGCAGGGUGUCACGCUUCUCCGA AGACUGGAUG
CUC AUCCUCCUCCUUCCC AGCAGGGUGUCACGCUUCUCCGAAGACUGGAUG
CCUC AUCCUCCUCCUUCCC AGCAGGGUGUCACGCUUCUCCGAAGACUGGAUG
CUGUAGGUAGCGA CUAC AGUURGGGGGCACCUAGCAUUCAGGCCCUC AUCCUCCUCCUUCCC AGCAGGGUGUC ACGCUUCUCCGAAGACUGGAUG
CUGUAGGUAGCEA CUACAGUUAGGGEGGCACCUAGCAUUCAGGCCCUC AUCCUCCUCCUUCCC AGCAGGGUGUCACGCUUCUCCGA AGACUGGAUG
JUGGGACCAUCCUGGCUGUAGGUAGCGA CURCAGUUAGGEEGCACCUAGCAUUCAGGCCCUC AUCCUCCUCCUNCC CAGCAGGGUGUC ACGCUUCUCCGAAGACUGGAUG
UUCAUUGGGACCAUCCUGGCUGUAGGUAGCGA CUAC AGUUAGGEEGCACCUASCAUUCAGGCCCUC AUCCUCCUCCUUCCC AGCAGGGUGUCACGCUUCUCCGA AGACUGG AUG
UUCAUUGGGACCAUCCUGGCUGUAGGUAGOGA CUAC AGUUAGGGEGECACCUAGC AUUCAGGCCCUC AUCCUCCUCCUUCCC AGCAGGGUEUC AOGCUUCUCCGA AGACUGGAUG
UUCAUUGGGACCAUCCUGGCUGUAGGUAGCGAC UAL AGUUAGGGEEECACCUASCATUCAGGCCCUC AUCCUCCUCCU LUCC AGCAGGGUGUC ACGCUUCUCCGA AGACUGGAUG

-AGUUCAUUGGGACCAUCCUGGCUGUAGGUAGCGAC UAC AGUURAGGGGGCACCURAGCATUC AGGCCCUC AUCCUCCUCCUUCCC AG CAGGGUGUCACGCUUCUCCGAAGACUGG AUG

AGUUCAUUGGGACCAUCCUGGCUGUAGGUAGCGAC UACAGUUAGGGGEGECACCUAGCAUUCAGGCCCUC AUCCUCCUCCUUL GCAGGGUGLY GCUUCUCC GACUGGAUG
S UAGUUCAUUGGGACC AUCCUGGCUGUAGGUAGCGAC UAC AGUUAGGGEGCACCUAGCAUUC AGGCCCUC AUCCUCCUCCUUCCC AGCAGGGUGUC ACGCUUCUCCGAAGACUGGAUG
—-—— UAGUUCAUUGGGACCAUCCUGGCUGUAG GUAGCGA CUACAGUUAGGEGECACCUAGC AUUCAGECCCUC AUCCUCCUCCUUCCC AGCAGGGUBUCACGCUUCUCCGAAGRCUGG AUG
UAGUUCAUUGGGACCAUCCUGGCUGUAGGUAGCGAC UAC AGUUAGGEGEEECACCUAGCAUTUCAGGCCCUC AUCCUCCUCCUUCCC AGCAGGGUGUC ACGCUUCUCCGAAGACUGGAUG

JAGUUCAUTGGGACCAUCCUGGCUGUAGGUAGCGA CUACAGUUAGGGEGCACCUAGCATUC AGGCCCUC AUCCUCCUCCUNCC C AG CAGGGUGUC ACGCUUCUCCGA AGACUGGAUG
AGUUCAUUGGGACCAUCCUGGCUGUAGGUAGCGA C TACAGUUAGGGGGCACCURGCAUUCAGGCCCUC AUCCUCCUCCUUCCC AG CAGGGUGUCACGCUUCUCCGAAGRCUGGAUG
AGUUCAUUGGGACCAUCCUGGCUGUAGGUAGCGAC UACAGUUAGGGGECACCUAGCAUUC CCUC AUCCUCCUCCUUCCC AGCAGGGUGUCACGCUUCTIC GACUGGAUG

UUCAUUGGEACCAUCCUGGCUGURGGUAGCGAC UACAGUUAGGEEECACCUAGCAUUCAGGCCCUC AUCCUCCUCCUUCCC AGCAGGGUEUC ACGCUUCUCCGA AGRCUGGAUG
= -UGUCUGUAGCUUCAGUUCAUUGGGACCAUCCUGGCUGUAGGUAGCGA CUACAGUUAGGGGGCACCUAGCAUUCAGGCCCUC AUCCUCCUCCUUCCC AGCAGGGUGUCACGCUUCUCCGA AGACUGGAUG
——————————————————————— —CUCACCCUGGCUA AAGUUCUGUAGCUUCAGUUCAUUGGGACCAUCCUGGCUGUAGGUAGCEA CUAC AGUUAGGGEGCACCUAGCATUCAGGCCCUC AUCCUCCUCCUNCCC AGCAGGGUGUC ACGCIUCUCCGA AGACUGGAUG

Watroba

URCAGIUAGGGEGCACCURGCATICAGGCCCUC AUCCUCCUCCUUCCC AGCAGGGUGUCACGCUUCUCOGAAGACUGGAUG
CAUCCUGGCUGUAGGUAGCGACUACAGIUAGGGGGCACCUBGC AUUCAGGCCCUC AUCCUCCUCCUUCCE AGCAGGGUGUCACGCUUCUCCGA AGACUGGAUG
- ACCAUCCUGGCUGUAGGUAGCEAC URCAGTUAGGEGECACCUAGC ATUCAGECCCUC AUCCUCCUCCUUCCC AGCAGGEUGUCACGCUUCUCOGA AGACTGGAUG
- ACCAUCCUGGCUGUAGGUAGCGAC UACAGUUAGGGEECACCUAGC AUUCAGGCCCUC AUCCUCCUCCUUCCC AGCAGGEUGUCACGCUUCUCCGA AGACUGGAUG
JUCAUUGGGACCAUCCUGGCUGUAGGUAGCGAC URCAGUUAGGGGGECACCUAGCAUUCAGGCCCUC AUCCUCCUCCUUCCT AGCAGGRUGICACGCUUCUCOGA AGACUGGAUG
JUCAUUGGGACCAUCCUGGCUGUAGGUAGCGA CURCAGUUAGGGGECACCUAGC AUUCAGECCCUC AUC CUCCUCCUUCCC AGCAGGGUGUCACGCUUCUCIGA AGACUGG AUG
AGUUCAUUGGGACCAUCCUGGCUGIAGGUAGCGACUACASIUAGGGGECACCURGC ATUCAGGCCCUC AUCCUCCUCCUUCCC AGCAGGGUGUCACGCUUCUCCGA AGACUGGAUG
-AGUUCAUUGGGACCAUCCUGGCUGUAGGUAGCGA CURCAGUUAGGGGGCACCURGCAUUCAGGCCCUC AUCCUCCUCCUUCCC AGCAGGGUGUCACGCUUCUCCGA AGACUGGAUG
AGUUCAUUGGGACCAUCCUGGCUGUAGGUAGCGA CURCAIUAGGGGGCACCUAGC ATUCAGGCCCUC AUCCUCCUCCUUCCC AGCAGGEUGUCACGCUUCUCCGA AGACUGGAUG
-AGUUC AUUGGGACC AUCCUGGCUGUAGGUAGCGA CUACAGIUAGGGEECACCURGC AUUCAGGCCCUC AUCCUCCUCCUUCCC AGCAGGGUGUCACGCUUCUCOGA RGACUGGAUG
AGUUCAUUGGGACCAUCCUGGCUSUAGGUAGCGAC UACAGIUAGGGEECACCURGC AUUCAGECCCUC AUCCUCCUCCUUCCC AGCAGGEUGUCACGCUUCUCCGA AGACUGGAUG
AGUUCAUUGGGACCAUCCUGGCUGUAGGUAG CGA CURCAGUIUAGGGGGCACCURGC AUUCAGGCCCUC AUCCUCCUCCUUCCC AGCAGGEUGUCACGCUUCUCCGA AGACUGGAUG
JAGCUUCAGUUCAUUGGGACCAUCCUGGCUGUAGGUAGCGA CURCAGUUAGGGGGECACCURGC AUUCAGECCCUC AUCCUCCUCCUICCC AGCAGGRUGICACGCUUCUCOGA AGACUGGAUG
JRGCUUCAGUUCAUUGGGACTAUCCUGGCUGUAGGUAGCGA CUACAGUUAGGGGGCACCUAGC AUUCAGGCCCUC AUCCUCCUCCUUCCC AGCAGGGUGUCACGCUUCUCOGA AGACUGG AUG
====CUGUAGCUUCAGUUCAUUGGGACCAUCCUGGCUGUAGGUAGCGA CURCAGUUAGGGGGCACCUAGC AUUCAGGCCCUC AUCCUCCUCCUUCCC AGCAGGGUGUCACGCUUCUCCGA AGACUGGAUG
~=~UUCUGUAGCUUCAGUUC ATUGGGACCAUCCUGGCUGUAGGUAGCGAC UACAGIUAGGGGGCACCUAGC AUUCAGGCCCUC AUCCUCCUCCUUCCC AGCAGGGUGUCACGCUUCUCOGA AGACUGGAUG

A AGUUCUGUAGCUUCAGUUC AUUGGGACCAUCCUGGCUGUAGGUAGCGA CURCAGIUAGGGGEECACCURGC ATUCAGGCCCUC AUCCUCCUCCUUCCC AGCAGGEUGUCACGCUUCUCCGA AGACUGGAUG
——UGACCCUGGCUA A AGUUCUGCAGCUUCAGUUC AUUGGGACCAUCCUGGCUGUAGGUAGCGA CURCAGUUAGGGEGCACCUAGC ATUCAGGCCCUC AUC CUCCUCCUUCCC AGCAG GGUGUCACGCUUCUCCGA AGACUGGAUG
—-UGACCCUGGCUA A AGUUCUGUAGCTUCAGUUCAUTUGGGACCAUCCUGGCUGUAGGUAGCGA CUACAGUUAGGEEGCACCUAGC AUUCAGGECCCUC AUCCUCCUCCUUCCC AGCAGGRUGUCACGCUUCICL ACUGGAUG
AUUGGGACUIUCCOCUCC CACGUGCUCACCCUGGCUA A AGUUCUGUAGCUUC AGUUC AUUGGGACCAUC CUGGCUGUAGGUAGCGAMUACAGUUAGGGGGCACCUAGC AUUCAGGCCCUC AUC CUCCUCCUUCCC AGCAGGGUGUCACGCUUCUCCGA AGACUGG AUG

Rys. 13. Zestawienie sekwencji uzyskanych w wyniku reakcji 5’RACE. W eksperymencie
wykorzystano mRNA pochodzacy z trzech réznych zrodet: embrionu, grasicy i watroby. W przypadku
embrionu niewidoczne sg dwie najdiuzsze sekwencje. Kodon start zostat pogrubiony i podkreslony,
kolorem czerwonym zaznaczono pierwszy nukleotyd najczesciej wystepujacego transkryptu.

We wszystkich analizowanych tkankach najczesciej wystepuje transkrypt zawierajacy

122-nukleotydowy region niekodujacy 5° (RNA najcze$ciej wystepujacy, mRNA(-122)).

Na zestawieniu sekwencji (rys. 13) pierwszy nukleotyd mRNA(-122) jest zaznaczony

kolorem czerwonym. W niektorych przypadkach jest on poprzedzony innym nukleotydem, co

uznano za artefakt wynikajacy z procedury eksperymentu. W trakcie amplifikacji cDNA

wykorzystywano starter AAP, w ktorego sekwencji znajduje si¢ deoksyinozyna (I).

Deoksyinozyna jest to nukleozyd zawierajacy hipoksantyng, zasad¢ azotowa mogaca wigzaé

55



si¢ z kazdg z czterech podstawowych zasad azotowych [Martin et al. 1985]. Przypuszcza sie,
ze w trakcie reakcji amplifikacji do deoksyinozyny moégl przytaczy¢ si¢ nukleotyd inny niz
oczekiwany guaninowy, co skutkuje wydluzeniem pojedynczych sekwencji o jeden

nukleotyd, niekomplementarny do sekwencji mMRNA p53.

Liczba transkryptow najczesciej wystepujacych w przypadku embrionu stanowi ponad
50%, natomiast w watrobie i grasicy wynosi odpowiednio 30% i 60% wszystkich
zsekwencjonowanych transkryptéw. Zauwazono, ze w grasicy czesciej wystepuja transkrypty
krotsze od mRNA(-122), natomiast w watrobie dominujag mRNA zawierajace 5’UTR dluzszy
od 122-nukleotydowego regionu 5’UTR. Procentowe zestawienie mRNA zawierajacych
rozne dlugosci regionu niekodujacego 5° zostaly przedstawione na rysunku 14, w formie

wykresow kotowych.

EMBRION WATROBA GRASICA

Rys. 14. Rozklad procentowy dhlugosci regionow niekodujacych 5 w mRNA p53 pochodzacych
z embrionu, watroby i grasicy. Liczby okres§lajagce nazwe transkryptu wskazuja jednoczesnie na
dtugos¢ regionu niekodujgcego 5° danego transkryptu.

Uzyskane dane poréwnano z informacjami dostepnymi w bazie danych miejsc
inicjacji transkrypcji (DBTSS, ang. DataBase of Transcriptional Start Sites), wersja 10.1,
w ktorej zdeponowane sg dane uzyskane w wyniku glebokiego sekwencjonowania regionéw
terminalnych 5> mRNA zawierajacych strukture kapu na koncu 5’ [Yamashita et al. 2010]
(rys. 15). Dlugos$ci regiondw niekodujacych 5° transkryptéw uzyskanych w eksperymencie
5’RACE zostaty porownane do dtugosci regionéw scharakteryzowanych w linii komorkowe;j
fibroblastow mysich NIH3T3. Wyniki eksperymentu 5’RACE sg ,,mniej rozproszone”
w porownaniu do informacji zawartych w bazie danych, co moze wynika¢ ze znacznie
mniejszej liczby analizowanych sekwencji niz w przypadku sekwencjonowania

wysokoprzepustowego.
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Rys. 15. Schematyczne przedstawienie wynikéw eksperymentu 5’RACE oraz ich poroéwnanie
z danymi z bazy danych miejsc inicjacji transkrypcji DBTSS. W ramce znajduje si¢ sekwencja
nukleotydowa 5’UTR p53 myszy, numery ponad nig reprezentujg wyniki 5’RACE 1 oznaczajg liczbe
zsekwencjonowanych klonéw o danej dlugosci. Ponizej sekwencji umieszczone zostaly dane
z sekwencjonowania wysokoporzepustowego mRNA, wyizolowanego =z linii komorkowej
fibroblastow mysich NIH3T3, zdeponowane w DBTSS. Numery pod stupkami obrazuja liczbe
odczytow dla kazdej dtugosci sekwencji. mRNA pochodzace z embrionu, watroby, grasicy i NIH3T3
oznaczone zostaty kolorami czerwonym, zielonym, fioletowym oraz szarym.

Wigkszos¢ danych wuzyskanych w eksperymencie 5’RACE pokrywa sie
z informacjami zawartymi w bazie danych, cho¢ dla czgsci transkryptow nie znaleziono
odpowiednikow w DBTSS. Nalezy wzia¢ pod uwage fakt, ze dodanie odcinka sekwencji
nukleotydowej sktadajacej si¢ z ciggu guanozyn do mRNA skutkuje tym, ze zidentyfikowanie
mRNA p53, ktore zawierajg reszty guanozyny na koncu 5’ jest znacznie utrudnione.
W zwigzku z tym mozliwe jest, ze np. mRNA(-129) zidentyfikowany w 5’RACE jest
odpowiednikiem transkryptu -130, a mMRNA(-134) odpowiednikiem transkryptu -135.
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Zidentyfikowano rowniez mRNA, dla ktorych nie znaleziono odpowiednikow w DBTSS, np.
najdtuzszy zidentyfikowany transkrypt -247 oraz mRNA -101, -89, -62 oraz -58. Brak
odpowiednikow moze by¢ spowodowany tkankowo-specyficzng ekspresja powyzszych
MRNA. W zwigzku z powyzszym, postanowiono przeprowadzi¢ analize wzglednej ilosci
MRNA(-247) w wybranych narzadach mysich. Do analizy wybrano najdtuzszy
zidentyfikowany transkrypt, poniewaz tylko w tym przypadku mozliwa byla amplifikacja
konkretnego mRNA — jego koniec 5’ jest unikalny i pozostate transkrypty mRNA p53 nie
zawierajg tej sekwencji. Analize przeprowadzono wykorzystujagc technike RT-PCR (ang.
reverse-transcriptase polymerase chain reaction) oraz cDNA zsyntetyzowany na matrycy
RNA wyizolowanego z embrionu oraz jedenastu narzadow myszy, a uzyskane wyniki

zaprezentowano na rys. 16.

§%
s
o o
< o & & § o
o S IS ¢
IS ) ? @ L 9 & ¢ &V o 5
SO LT TES TS FE~ 3]
MELTTFEITFSTTFLES c&L M
o ™ “E
B 2 |
500 SO A * s =
300 — —— b
Ll - - P [ TR

‘-—---—-————— —B_aktyna

Rys. 16. Analiza wzglednej ilosci mRNA p53 zawierajacego 247-nukleotydowy region niekodujacy 5’
w embrionie 1 wybranych narzadach mysich. Obecnos¢ transkryptu zaobserwowano w wigkszosci
analizowanych przypadkow, najwyzszy poziom MRNA wykazano w sercu, embrionie, mézgu
i rdzeniu krggowym (oznaczono gwiazdkami). Przeprowadzono trzy reakcje kontrolne: K1
— negatywna kontrola reakcji syntezy cDNA, K2 — negatywna kontrola reakcji PCR, K3 — kontrola
pozytywna, w ktorej jako matryce wykorzystano plazmid zawierajacy sekwencje transkryptu -247.
Dodatkowe prazki, obserwowane w probce wyizolowanej z jadra i grasicy, stanowig niespecyficzne produkty
reakcji. B-aktyne wykorzystano jako zewnetrzng kontrole iloSci matrycy wykorzystywanej w reakcji.

Najwyzszy poziom mRNA zaobserwowano w sercu oraz w embrionie, mézgu i rdzeniu
kregowym. W nerkach, watrobie, ptucach oraz grasicy mRNA(-247) znajduje si¢ na bardzo
niskim poziomie. Na podstawie zaprezentowanych powyzej danych mozna sugerowac,

ze u osobnikdw dorostych transkrypt ten moze peli¢ istotng role w prawidlowym
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funkcjonowaniu organéw, ktorych komorki nie ulegaja namnazaniu, jednak weryfikacja tej

hipotezy wymaga dalszych badan.

Poréwnujgc przedstawione przeze mnie dane z informacjami zawartymi w literaturze,
w pierwszej kolejnosci nalezy zwrdci¢ uwage na rozbiezno$¢ w numeracji nukleotydow
w obrebie regionéw niekodujacych 5°. Powodem tego jest wystgpowanie w mRNA p53
dwoch potencjalnych kodondw inicjacyjnych w obrgbie otwartej ramki odczytu, w odlegtosci
zaledwie sze$ciu nukleotydow. Dotychczas w literaturze pierwszy kodon AUG byl uznawany
za kodon start. Nie mniej jednak, po przeprowadzeniu analizy zachowawczosci sekwencji
MRNA p53 z 11 réznych gatunkéw ssakow (rys. 17), zauwazono, ze to drugi z potencjalnych
kodonéw inicjacyjnych jest zachowany w procesie ewolucji. Ponadto, w poréwnaniu do
pozostalych analizowanych gatunkéw, u myszy wystepuje 20-nukleotydowa luka, ktora
rozdziela nukleotydy wchodzace w sktad pierwszego potencjalnego kodonu inicjacyjnego, co
istotnie zmniejsza prawdopodobienstwo wyboru tego kodonu na miejsce startu syntezy
mysiego biatka p53 (wiecej informacji na ten temat w rozdziale ,,4.6. OkreSlenie miejsca
inicjacji translacji biatka p53 u myszy”). W zwiazku z powyzszym, w niniejszej pracy to
drugi kodon AUG zostal uznany za inicjacyjny, co spowodowato 9-nukleotydowe
przesunigcie w numeracji nukleotydow w mRNA w stosunku do numeracji dotychczas

stosowanej w literaturze.

Na podstawie eksperymentow przeprowadzonych podczas wczesniejszej proby
identyfikacji miejsca inicjacji transkrypcji mysiego p53 [Bienz et al. 1984], mozna sadzic,
ze transkrypcja moze si¢ rozpoczyna¢ w trzech roznych miejscach: -112 (odpowiada
transkryptowi -121 w niniejszej pracy), -156 (odpowiada transkryptowi -166 w niniejszej
pracy) oraz -216 (odpowiada transkryptowi -225 w niniejszej pracy). Co wiecej,
w pozniejszych pracach dotyczacych mRNA p53 u myszy stosowano mRNA zawierajacy
157-nukleotydowy region niekodujacy 5° [Kim et al. 2013] (odpowiednik transkryptu -167).
Zestawiajac powyzsze informacje z uzyskanymi przeze mnie danymi, dotyczacymi regionu
niekodujacego 5 mRNA p53 mozna zaobserwowac, ze dtugos¢ 5’UTR mRNA najczesciej
wystepujacego rozni si¢ jedynie o jeden nukleotyd w stosunku do opisanego wczesniej
miejsca -112 (rys. 17). Miejsce -216 nie zostalo zidentyfikowane w 5’RACE, nie mnigj
jednak jest to mRNA stosunkowo diugi w poréwnaniu do pozostalych opisanych mRNA,
podobnie jak transkrypt -247. Dla pozostatych dwoch potencjalnych dlugosci regionu
nieckodujacego 5°, -156 i -157, sugerowanych przez Bienz et al. [1984] oraz Seo et al. [2017],

nie zidentyfikowano odpowiednikow ani w eksperymencie 5’RACE ani w bazie danych
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DBTSS. Nie nalezy jednak wyklucza¢ istnienia mRNA zawierajacych region niekodujacy
o tych dlugosciach, a fakt, ze nie zostaly one zaobserwowane podczas analizy, mogltby
wynika¢ z ich tkankowo-specyficznej ekspresji. Zestawiajac dane przedstawione w niniejszej
pracy dla modelu mysiego z informacjami opisanymi dotychczas dla cztowieka mozna
zauwazy¢, ze rowniez w tym przypadku scharakteryzowano wiele miejsc inicjacji transkrypcji

[Tuck & Crawford, 1989].

W kolejnym kroku przeprowadzono analize¢ zachowawczosci ewolucyjnej fragmentu 5°
mRNA p53. W tym celu pordwnano sekwencje nukleotydowa regionu terminalnego 5’
najdtuzszego zidentyfikowanego mysiego mRNA p53 z analogicznymi sekwencjami
nukleotydowymi pochodzacymi z dziesi¢ciu gatunkow ssakow: cztowieka, szczura, krolika, $wini,
swinki morskiej, krowy, szympansa, kota, owcy oraz makaka (rys. 17). W przypadku, gdy w bazie
danych GeneBank sekwencja mRNA analizowanego gatunku ssaka byta krotsza niz mRNA(-247),
uzupehiano ja sekwencja nukleotydowa genu w kierunku 5°. Takie podejscie pozwala na
okreslenie stopnia zachowawczo$ci calego regionu terminalnego 5 mRNA(-247), tym bardziej, ze
nie mozna wykluczy¢ wystepowania homologicznych transkryptow w pozostatych analizowanych
gatunkach. Na zaprezentowanym zestawieniu wyraznie wyodrebnione zostaly dwa obszerne
regiony charakteryzujace si¢ wysoka, prawie stuprocentowg, zachowawczoscig ewolucyjng: region
terminalny 5” od nukleotydu -238 do -126, odpowiadajacy w duzej czesci regionowi specyficznemu
dla mRNA(-247) oraz region od nukleotydu 20 do 80, ktory moze wskazywaé na istotng role tego
odcinka w prawidlowym funkcjonowaniu mRNA p53. Ponadto, na zestawieniu sekwencji
strzalkami zaznaczono miejsca inicjacji transkrypcji najczescie] wystepujacych ludzkich mRNA
p53: transkrybowanego z miejsca P1 oznaczonego jako h(P1) oraz z miejsca PO, oznaczonego jako
h(P0), a takze najczesciej wystepujacego oraz najdtuzszego zidentyfikowanego mysiego mRNA
p53. Na podstawie tego poréwnania mozna zauwazyC, ze dhugo$¢ najczesciej analizowanego
ludzkiego mRNA, h(P1), rézni si¢ jedynie o jeden nukleotyd w stosunku do najczgsciej
wystepujacego, 122-nukleotydowego mRNA mysiego p53. Najdtuzszy transkrypt zidentyfikowany
w eksperymencie 5’RACE moze odpowiada¢ ludzkiemu mRNA transkrybowanemu z miejsca
promotorowego P0. Biorac pod uwagg podobienstwo dtugosci regionow niekodujacych 5> mRNA
p53, wystepujacych w komoérkach ludzkich 1 mysich, mozna przypuszczaé, ze poszczeg6Olne

transkrypty petnig bardzo zblizone funkcje w komorkach obu organizméow.

Na podstawie przeprowadzonego pordéwnania stwierdzono, ze mysi mRNA(-122),

czyli najczescie] wystepujacy, oraz mRNA(-247), czyli najdluzszy zidentyfikowany
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transkrypt, stanowig najbardziej interesujace obiekty badan. W zwigzku z tym do dalszych,
bardziej szczegotowych badan wybrano te dwa transkrypty mRNA.

61



29

Mysz

Czlowiek
Szczur
Krélik
Swinia
Swinka_morska
Krowa
Szympans

m h(P0) m
l -240 l -220 -200 -180 -160 -140

59¢ggattactEgeccttacttaGUCAUGBCEACUGUCCAGCUUUGUGCCAGBAGCEUCGCAGGBEUUG  UGGGAUUGEE
acagaatgacttGCettactt- gt atagegactatcoaget ttgtgocagaag: cLogeagag: cEgetgggatiagga
scgaatoacttgecttactt -gtcatagegacogto----------- caggagectegegs
aggytaat £ CEEGECCEEACEE -gECatygegae-———-

GUCAUGGCGACUG

ttgetgggattoggatee
UCCAGCUUUGUGCCAGGABCCUCGEGA GGG UGCUGGGAUAGGGAUUUCECCCUCCCAC

295gaat £ 5CEEGECEEEaCt - GEcatagegactgtocaget ttgtgocagaageotogegagaat tgotgggatigggat ttioocetoocar

aggcgaat tacttgecet tactt -gEcat ggeaactyt coagert Lt gocaggageat egeagagat LGAUGREAUUGEGGUDDUCCCCUCOCAN

h(P1)

l;120
1

Mysz
Cziowiek
Szczur
Krélik
Swinia
Swinka_morska
Krowa
Szympans
Kot
Owca
Makak

Mysz
Czlowiek
Szczur
Krélik
Swinia
Swinka morska
Krowa
Szympans
Kot
Owca
Makak

Mysz
Czlowiek
Szczur
Krélik
Swinia
Swinka morska
Krowa
Szympans
Kot
Owca
Makak

1 20 40 60 80 100

UGCCAUGGAGEAGUEACAGUCCBAU UCAGE CUCGAGC UCCOUCUGAGCCAGEAGACAUUUUCAGGCUDAUGARACUACUUCCUCCACAA CAUADCCUGCE
-C_C_AIUlcU-_A_ UAUGGAAACUACUUCCUGAAAACAACGUUCUGUCCCCCUUGCCGUC
A0

€---CCUCCCGUGGAUGA

CUGGCAGCAGUGAACGA

-CCUCCCAUGGACCA

-~GCACCCGUGGAUGA

-CARGCAAUGGAUGA

-~UCAGCGAUGAAUGA

UACAAUGGAAGARUCGCAG -~GCACCUGUGGAUGA

UGCCAUGGAGGAGCCGCAGUCAGAUCCUAGCAUCGAGCCCCCUCUGAGUCAGGARACAUUUUCAGACCUAUGGARACUACUUCCUGARRACAACGUUCUGUCCCCCUUGCCGUC- ---CAAGCAGUGGAUGA
AUG1 AUG2

120 140 160

——C.G-G.AUGGICAU

UCCGAAUGAAGCGCCCCAR
CEACEHD~NUEAKCAANGEUECACIBEAGACcCAGoUMRHCATRENRG UCCEACH
~CUCUCGGAAGAUGUCGCARACUGGCUGGAUGAAGC -~~~ - ~ACCAGAUGAUGCUUCCGGA
GUACUCAGAAGAUGUUGUCACCUGGCUGGAUGAGUG-- -~ -UCCGARUGAAGCGCCCCAA

I IA_UIAIC-C-CIA-UIAAC-ACCCAGGU_UIGAI




Rys. 17. Zestawienie sekwencji nukleotydowej fragmentow mRNA p53 jedenastu wybranych
gatunkow ssakow. Duze litery oznaczajg sekwencje mRNA (GeneBank), mate litery symbolizuja
sekwencje genu (Ensembl) regionu homologicznego do najdluzszego zidentyfikowanego mysiego
transkryptu genu p53. Miejsce inicjacji transkrypcji ludzkich mRNA P1 i PO zostaly oznaczone
odpowiednio jako h(P1l) oraz h(P0), natomiast miejsce inicjacji transkrypcji mRNA(-122) oraz
MRNA(-247) jako m. Kodony inicjacyjne AUG1 oraz AUG2 podkreslono. Poréwnanie sekwencji
przeprowadzono w programie Clustal Omega w dwoch etapach: powyzej oraz ponizej miejsca
inicjacji P1, a uzyskane porownania potaczono. Poszczegolne nukleotydy w poréwnywanych
sekwencjach oznaczono kolorami w zalezno$ci od stopnia ich zachowawczosci: czerwony: 100%,
zielony 80%-99%, niebieski 60%-79%.
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4.2. Analiza struktur drugorzedowych regionow terminalnych 5’ transkryptow mRNA

p53

Kolejnym celem mojej pracy bylo zaproponowanie modeli struktur drugorzedowych

regionow terminalnych 5° wybranych mysich mRNA p53.

Do dalszej analizy wybrano: najczgsciej wystepujacy mRNA(-122) oraz najdtuzszy
zidentyfikowany transkrypt mRNA(-247). W rozdziale przedstawione zostang rowniez
wyniki analiz struktur drugorzgdowych trzech wybranych elementow strukturalnych typu
spinki do wlosow: C(-200):G(-102), C(-51):G9 i A89:U140, wystepujacych oryginalnie
w zaproponowanych modelach regionéw terminalnych 5°. Dodatkowo, postanowiono zbadaé
struktur¢ drugorzedowsa regionu terminalnego 5° mRNA zawierajacego 166-nukleotydowy
region niekodujacy 5°. Cho¢ ten transkrypt mRNA nie zostat zidentyfikowany w wykonanej
przeze mnie analizie 5’RACE, w dostepnej literaturze pojawia si¢ fragment dyskusji
dotyczacy elementdéw strukturalnych wystepujacych w 5’UTR o dtugosci 166 nukleotydow
[Seo et al. 2017].

4.2.1. MRNA(-122)

Analiza struktury w warunkach in vitro

Czasteczka mRNA(-122) zostala scharakteryzowana jako najczesciej wystepujacy
transkrypt genu Trp53 w komorkach mysich. Analizowany mRNA zawieral 122-
nukleotydowy region niekodujacy 5°, region kodujacy, obejmujacy 1164 nukleotydy oraz
region 3’UTR skladajacy si¢ z 441 nukleotydéw. Zaprojektowano 1 otrzymano dsDNA
stanowigcy matryc¢ do syntezy mRNA(-122), ktéry zawierat sekwencje¢ promotora
transkrypcyjnego dla polimerazy RNA z faga T7, umozliwiajacg transkrypcje RNA
w warunkach in vitro (przygotowanie konstruktow zawierajgcych matryce dsDNA oraz

otrzymywanie RNA opisano w rozdziale ,,Materiaty 1 metody”).

Analize struktury drugorzedowej mRNA(-122) rozpoczgto od przeprowadzenia
mapowania struktury drugorzegdowej RNA z wykorzystaniem nastepujacych technik: cigcia
RNA indukowanego jonami otowiu Pb?* [Kirsebom & Ciesiotka, 2005], reakcji acylacji grup
2’-hydroksylowych analizowanej za pomoca reakcji odwrotnej transkrypcji (SHAPE,
ang. selective 2'-hydroxyl acylation analyzed by primer extension) [Wilkinson et al. 2006]
oraz modyfikacji siarczanem dimetylu (DMS, ang. dimethyl sulfate) [Tijerina et al. 2007].
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Metoda cigcia RNA indukowanego jonami otowiu jest stosowana w naszym
laboratorium od wielu lat. Wykorzystanie jej w badaniach strukturalnych RNA umozliwia
identyfikacj¢ regionow jednoniciowych w strukturze drugorzedowej RNA, a takze petli
1 wybrzuszen. Degradacje RNA pod wplywem jondéw otowiu obserwuje si¢ rowniez
w regionach dwuniciowych, destabilizowanych poprzez wystepowanie niekanonicznych par
nukleotydowych. Z reguty cig¢ RNA nie obserwuje si¢ w dwuniciowych, stabilnych
odcinkach RNA o niezaburzonej strukturze helikalnej [Ciesiotka et al. 1998; Kirsebom &
Ciesiotka 2005]. Metode SHAPE opisano po raz pierwszy w 2006 roku. W reakcji
wykorzystuje si¢ bezwodnik N-metyloizatoiczny (NMIA, ang. N-methylisatoic anhydride),
ktory acyluje grupy 2°OH reszt rybozy zlokalizowanych w obrgbie region6w jednoniciowych
RNA [Wilkinson et al. 2006]. Technika modyfikacji siarczanem dimetylu, jako jedyna
z zastosowanych w ramach niniejszej pracy, wykazuje specyficzno$¢ wzgledem okreslonych
zasad azotowych. DMS metyluje atomy azotu w pozycji trzeciej reszty cytozyny oraz
w pozycji pierwszej adeniny [Tijerina et al. 2007]. Produkty reakcji otrzymane w wyniku
mapowania struktury drugorzgdowej RNA trzema opisanymi powyzej metodami
analizowatam za pomocg reakcji odwrotnej transkrypcji z wykorzystaniem starterow DNA
znakowanych izotopem 2P na koncu 5°, a uzyskane fragmenty poddawatam elektroforezie
w 8% zelu poliakrylamidowym. W celu identyfikacji dlugosci produktéw przeprowadzono
reakcje sekwencjonowania DNA metodg Sangera. Uzyskane autoradiogramy zaprezentowano

narys. 18.

W  przypadku metody SHAPE intensywnoSci poszczegdlnych — prazkow
obserwowanych na autoradiogramach byty odczytywane przy uzyciu programu Multi Gauge
v. 3.0, a nastgpnie normalizowane do prazkéw w linii kontrolnej, w celu uzyskania wartos$ci
odpowiadajacych reaktywnosci poszczegodlnych reszt nukleotydowych. Wykorzystujac dane
eksperymentalne uzyskane przy zastosowaniu metody SHAPE i modyfikacji DMS
wygenerowano model struktury drugorzedowej regionu terminalnego 5> mRNA(-122) przy
uzyciu programu RNA Structure v. 5.6. Ciecia indukowane obecno$cia jonow Pb?* zostaly
naniesione na uzyskang strukturg. Zaproponowano model struktury drugorzedowej regionu
terminalnego 5 MRNA(-122), ktory przedstawiony zostat na rys. 19. W badanym regionie
wystepuje przynajmniej pie¢ elementéw strukturalnych typu spinki do wtosow, roznigcych sie
pomiedzy sobg entalpiami swobodnymi AG obliczonymi in silico: C(-106):G(-78) (AG=-15,7
kcal/mol), G(-77):C(-57) (AG= -4,6 kcal/mol), C(-51):G9 (AG= -20,9 kcal/mol), A47:U81
(AG= -6,3 kcal/mol) oraz A89:U140 (AG= -10,5 kcal/mol).
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Rys. 18. Autoradiogramy uzyskane w wyniku przeprowadzenia reakcji cigcia indukowanego jonami
Pb* (A), SHAPE (B) oraz modyfikacji DMS (C), analizowane za pomocg reakcji odwrotnej
transkrypcji z uzyciem trzech starterow znakowanych radioizotopowo. Na panelu A, po prawej
stronie, zaznaczono motywy strukturalne typu spinki do wtosow obecne w zaproponowanym modelu
struktury drugorzedowej regionu terminalnego 5> mRNA(-122). Po lewej stronie zaznaczono wybrane
reszty cytydyny. Oznaczenia: czarne trojkaty: zmieniajace si¢ stezenie jonow Pb?*, +: reakcja SHAPE,
min: czas prowadzenia reakcji modyfikacji DMS wyrazony w minutach, (-): reakcja kontrolna, C, G,
T, A: sekwencjonowanie.

Nalezy zwréci¢ uwage na mozliwos¢ alternatywnego zwijania regionu U41:U81,
w ktorym to zamiast spinki A47:U81 wystepuja dwa mniejsze motywy Strukturalne U41:A66
i G68:C80 o wartosciach entalpii swobodnych AG= -8 kcal/mol oraz AG= -1,4 kcal/mol.
Mozliwos$¢ alternatywnego zwijania si¢ tego fragmentu RNA spowodowana jest faktem,
ze na podstawie wzorow cie¢ 1 modyfikacji uzyskanych dla tego regionu jednoznaczne
stwierdzenie wystgpowania jednego z zaproponowanych wariantow jest utrudnione (wigcej
informacji znajduje si¢ w rozdziale ,4.2.4. Mapowanie dostgpnosci RNA w regionie

U41:U81”). Poszczegdlne elementy strukturalne zaznaczono na autoradiogramie (rys. 18A).
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Zauwazono, ze ci¢cia 1 modyfikacje naniesione na model struktury drugorzedowej RNA

dobrze koresponduja z wystepowaniem poszczegdlnych elementéw strukturalnych.

W pierwszym od konca 5’ elemencie strukturalnym typu spinki do wloséw
C(-106):G(-78) znajduje si¢ 7-nukleotydowa petla oraz trzon spinki sktadajacy si¢ z 11 par
reszt nukleotydowych. Najwiecej modyfikacji i ci¢¢ znajduje si¢ w obrebie petli, co jest
zgodne z informacjami na temat specyficzno$ci wykorzystanych technik mapowania,
natomiast pojedyncze cigcia 1 modyfikacje, ktérym ulega trzon spinki, moga by¢
spowodowane wystgpowaniem dwoéch par niekanonicznych GU. Takie pary nukleotydowe
obnizajg stabilno$¢ trzonu spinki, czynigc go tym samym bardziej podatnym na modyfikacjg.
Nie mniej jednak, pomimo obserwowanych, pojedynczych modyfikacji w trzonie spinki, caly
element jest termodynamicznie stabilny, na co wskazuje wysoka przewidywana entalpia
swobodna AG= -15,7 kcal/mol.

Kolejnym elementem strukturalnym jest spinka G(-77):C(-57) o stosunkowo niskiej
entalpii swobodnej AG= -4,6 kcal/mol, sktadajaca si¢ z trzonu obejmujacego cztery pary
nukleotydowe GC oraz z duzej, 13-nukleotydowej petli, ulegajacej silnym modyfikacjom

oraz cigciom.

Trzecia zidentyfikowana spinka C(-51):G9 sktada si¢ z trzech wybrzuszen
dwustronnych (ang. internal loops) oraz petli apikalnej, oddzielonych od siebie odcinkami
sktadajacymi si¢ z trzech lub czterech par nukleotydowych, a caty element strukturalny
zakonczony jest trzonem sktadajacym si¢ z siedmiu par nukleotydowych. Zauwazono,
ze w obrgbie catej spinki RNA wystepuja liczne modyfikacje oraz cigcia. Obecnos¢
modyfikacji w regionach dwuniciowych moze by¢ spowodowana tym, ze stabilno$¢ krotkich
sparowanych odcinkow zostala zaburzona poprzez wystgpowanie wielonukleotydowych petli
ulegajacych licznym modyfikacjom. Ponadto, spinka ta zawiera kodon inicjacyjny AUGI.
W kodonie AUG1 tylko ostatnia reszta nukleotydowa, gauaniny, jest sparowana i wchodzi
w sktad podwojnej helisy stanowigcej podstawe spinki. Nukleotydy adenozyny i urydyny
stanowig cze$¢ trojnukleotydowego wybrzuszenia, co moze korzystnie wptywac¢ na ich

dostepnos$¢ podczas inicjacji procesu translacji [Blaszezyk & Ciesiotka, 2011].
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Rys. 19. Model struktury drugorzedowej regionu terminalnego 5> mRNA(-122). Pierwsza reszta nukleotydowa regionu kodujacego zostata oznaczona jako 1,
reszty nukleotydowe zlokalizowane w obrebie regionu niekodujacego zaznaczono numerami ujemnymi. Pod kazdym motywem strukturalnym, w nawiasach,
znajdujg si¢ szacowane entalpie swobodne AG, wyrazone w kcal/mol. Czarne groty wskazuja miejsca cigcia jonami Pb%, czarne kota i biate kwadraty
oznaczajg reszty nukleotydowe modyfikowane siarczanem dimetylu, odpowiednio w warunkach in vitro oraz w transfekowanej linii komérkowej. Kolorami
czarnym, pomaranczowym i czerwonym zaznaczono reszty nukleotydowe w zaleznosci od ich reaktywnosci w reakcji SHAPE, kolorem szarym oznaczono
miejsce wigzania startera. Kodony inicjacyjne AUGI i AUG2 zaznaczono czarng ramka. W szarej ramce zaprezentowano alternatywne zwijanie regionu

U41:U81.



Kolejnym regionem przyjmujacym zdefiniowang strukture¢ drugorzedowa jest odcinek
U41:U81, dla ktérego zaproponowano dwa alternatywne sposoby zwinigcia (rys. 19).
Na podstawie uzyskanego wzoru modyfikacji i cig¢ nie mozna jednoznacznie wykluczyc
zadnej z propozycji zwijania tego regionu (wigcej informacji w rozdziale ,,4.2.4. Mapowanie
dostgpnosci RNA w regionie U41:U81”). Pierwsza z zaproponowanych struktur stanowi
spinke do wlosow A47:U81 sktadajaca si¢ z segmentow dwuniciowych, ztozonych z pieciu
oraz szesciu par nukleotydowych, oddzielonych wybrzuszeniem dwustronnym, a cata spinka
zakonczona jest 6-nukleotydowsg petlg. Przewidywana in silico entalpia swobodna elementu
wynosi -6,3 kcal/mol. Druga propozycja zwijania regionu U41:U81 obejmuje dwa elementy
typu spinki do wlosow. Pierwszy z nich, U41:A66, o entalpii swobodnej AG= -8 kcal/mol,
sktada sie z 4-nukleotydowej petli apikalnej oraz dwdch segmentow dwuniciowych ztozonych
z czterech 1 szesciu par nukleotydowych, oddzielonych jednonukleotydowymi
wybrzuszeniami dwustronnymi. Druga z zaproponowanych spinek o AG= -1,4 kcal/mol
sktada si¢ z trzonu zlozonego z czterech par nukleotydowych oraz S-nukleotydowej petli

apikalnej.

Ostatnim z zaproponowanych elementow w analizowanym regionie terminalnym 5’
jest spinka do wtosow A89:U140, ktorej podstawa sktada si¢ z oSmiu par nukleotydowych
oraz z dwoch segmentow dwuniciowych, sktadajacych si¢ z trzech par nukleotydowych,
oddzielonych od siebie wybrzuszeniami dwustronnymi, sposrod ktorych jedno jest wyjatkowo
duze, skladajace si¢ z trzynastu reszt nukleotydowych. Spinka zakonczona jest 5-
nukleotydowa petla, a calo$¢ stanowi stabilng strukture o entalpii swobodnej AG= -10,5
kcal/mol. W obrebie spinki zlokalizowany jest kodon AUG2, od ktérego rozpoczyna si¢
inicjacja translacji izoformy p53 skroconej z konca aminowego, A41p53. Otoczenie
strukturalne kodonu inicjacyjnego AUG2 r6zni si¢ od otoczenia obserwowanego dla kodonu
AUGI1. W przypadku AUG2 reszta adenozyny wchodzi w sktad regionu dwuniciowego,
natomiast pozostata cze$¢ kodonu, reszty urydyny i guanozyny, zlokalizowane sg
w jednoniciowym wybrzuszeniu. Nukleotydy wchodzace w sktad kodonu AUG2 oraz
znajdujace si¢ w jego bliskim otoczeniu wykazuja si¢ reaktywnoscig w reakcji SHAPE,

a w regionie tym obecne s3 liczne ciecia jonami Pb%*.

Ponadto w zaproponowanym modelu struktury drugorzedowej regionu terminalnego
5> mRNA p53 wystepujg dwa oddziatywania dalekiego zasiegu: regionu G(-121)C(-110)
z regionem G9U21 (AG= -6,1 kcal/mol) oraz fragmentu U23C40 z odcinkiem G142A155
(AG= -9,7 kcal/mol). Nukleotydy wchodzace w sktad oddziatywania G(-121)C(-110) -

70



GI9U21 wykazuja duza reaktywnos$¢, zwlaszcza w obrebie petli oraz znajdujacego si¢
pomigdzy nimi regionu dwuniciowego sktadajacego si¢ z trzech par nukleotydowych, wsrod
ktorych znajduje si¢ niekanoniczna para GU. W przypadku drugiego oddziatywania U23C40 -
G142A155 obserwuje si¢ pojedyncze nukleotydy ulegajace modyfikacjom oraz stabe cigcia
indukowane jonami Pb?*, co mozna ttumaczy¢ wzrostem entalpii swobodnej w stosunku do
regionu G(-121)C(-110) - G9U21. Nalezy takze zwrdci¢c uwage na fakt, ze nukleotydy
znajdujace si¢ w odcinku G142A155 zlokalizowane sg w obrebie wigzania startera i nie byty

analizowane zadng z zastosowanych metod.

Analiza struktury w warunkach in cellulo

W nastgpnym etapie badan przeprowadzono mapowanie struktury drugorzedowej
MRNA(-122) siarczanem dimetylu w warunkach in cellulo. W tym celu wykorzystano lini¢
komoérkowa  fibroblastow  mysich  pozbawionych  endogennego p53, MB352,
ktorg transfekowano mRNA(-122) otrzymanym metodg transkrypcji in vitro. Takie podejscie
eksperymentalne gwarantuje, ze badany jest tylko jeden transkrypt, a informacje na temat
jego struktury drugorzedowej nie zostaly zaburzone poprzez odczyty danych pochodzacych
z transkryptow o innych dlugosciach. DMS jest odczynnikiem, ktéry moze przechodzi¢ przez
btone¢ komorkowa, w zwigzku z czym mozna go stosowa¢ do mapowania struktury
drugorzedowej RNA w komorce, a eksperyment przygotowano na podstawie protokotu
opublikowanego w 2013 roku [Kwok et al. 2013]. Wyniki mapowania przedstawiono

na rysunku 19 w postaci bialtych kwadratow, a autoradiogramy zaprezentowano na rysunku 20.
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Rys. 20. Autoradiogramy uzyskane w wyniku przeprowadzenia reakcji modyfikacji DMS in cellulo,
analizowane za pomocg reakcji odwrotnej transkrypcji z uzyciem trzech starterow znakowanych
radioizotopowo. Po lewej stronie zaznaczono wybrane reszty cytydyny. Oznaczenia: R: reakcja
modyfikacji DMS, (-): reakcja kontrolna, C, A: sekwencjonowanie.

e

Okazato si¢, ze wzor modyfikacji DMS w warunkach in cellulo jest bardzo podobny
do wzoru uzyskanego w warunkach in vitro. Na tej podstawie mozna sugerowac, ze badana
struktura drugorzedowa w warunkach in cellulo i in vitro jest bardzo podobna i nie ulega
silnej rearanzacji. Nie mniej jednak, odnotowano drobne roznice: w regionie G(-121)C(-110),
ktory potencjalnie moze tworzy¢ oddzialywania dalekiego zasiegu, w petli spinki
G(-77):C(-57) oraz w odcinku lgczacym t¢ spinke z motywem strukturalnym zawierajagcym
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kodon inicjacyjny AUGI. W tych regionach wystepuja pojedyncze modyfikacje reszt
nukleotydowych w warunkach in vitro, ktoére nie zostaly zauwazone w warunkach
komoérkowych. Na podstawie uzyskanego wzoru modyfikacji mozna sugerowac, ze opisane
regiony moga stanowi¢ miejsca oddzialywania z czynnikami dziatajgcymi in trans,
np. z biatkkami komoérkowymi. W takim przypadku oddzialywanie biatko-RNA
uniemozliwiatoby modyfikacje reszty nukleotydowej przez DMS, w zwigzku z tym nie
bylaby obserwowana na autoradiogramie. Aby potwierdzi¢ t¢ hipoteze niezbedne byloby
jednak wykonanie dodatkowych badan. Zaobserwowano réwniez miejsca, w ktorych reszty
nukleotydowe ulegaja modyfikacji DMS jedynie w warunkach komorkowych,
np. przy podstawie oraz w okolicy petli apikalnej spinki A47:U81 oraz w obregbie duzego
wybrzuszenia bocznego spinki A89:U140. Modyfikacje obserwowane jedynie w warunkach
in cellulo sugeruja zwigkszong dostepno$¢ danych regionow mRNA dla czynnikéw
komorkowych, a modyfikacje sgsiadujace z regionami jednoniciowymi moga $wiadczyc

o tzw. ,,oddychajacych” (ang. ,,breathing”) regionach dwuniciowych w strukturze mRNA.

Dyskusja wynikow

Podczas analizy dtugosci regiondw niekodujacych 5> mRNA p53 réznych gatunkdéw
ssakOw zauwazono, ze miejsce inicjacji transkrypcji mysiego mRNA(-122) jest przesunigte
jedynie o jeden nukleotyd w stosunku do miejsca inicjacji transkrypcji P1 ludzkiego mRNA
(rys. 17). Pomimo ze dlugos¢ regionéw niekodujacych mysiego i ludzkiego mRNA wynosi
odpowiednio 122 i 135 nukleotydow, miejsce inicjacji transkrypcji pozostaje zachowane
pomigdzy tymi gatunkami, m. in. dzigki wystgpowaniu w obregbie sekwencji mRNA trzech
roznic gatunkowo-specyficznych. W obregbie mysiego 5’UTR znajduje si¢ 3-nukleotydowa
sekwencja UCC, charakterystyczna dla myszy, ktorej nie zaobserwowano w sekwencjach
mRNA pozostatych gatunkéw branych pod uwage w trakcie analizy. Ponadto, w stosunku
do ludzkiego 5’UTR mRNA p53, mysi region niekodujacy pozbawiony jest dwdch odcinkow
sekwencji: 19-nukleotydowego fragmentu znajdujacego si¢ powyzej kodonu inicjacyjnego
AUGL1 oraz 5-nukleotydowej delecji zlokalizowanej bezposrednio przed miejscem inicjacji
transkrypcji mRNA(-122). Brak obu odcinkow zauwazono jedynie w przypadku myszy
1 szczura. Na tej podstawie mozna sugerowal, ze jest to cecha charakterystyczna dla

podrodziny myszy.
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Porownujac analizowany region terminalny 5° mRNA(-122) z homologicznym
fragmentem mRNA, ulegajacym transkrypcji w komoérkach ludzkich, zaobserwowano wyzszy
stopien uporzagdkowania mysiego S’UTR mRNA p53, pomimo ze fragment ten jest skrocony
w stosunku do swojego ludzkiego odpowiednika. Wykazano, ze struktura drugorzedowa tego
regionu zawiera przynajmniej pi¢¢ stosunkowo stabilnych termodynamicznie elementéw typu
spinki do wtosow. W przypadku homologicznego konca 5 mRNA ludzkiego p53 wykazano
wystepowanie czterech motywow strukturalnych, sposréd ktérych dwa stanowig mate spinki
do wloséw o podstawach sktadajacych si¢ odpowiednio z trzech i czterech par
nukleotydowych oraz dwoch stabilnych spinek: duzej G64:C169 o przewidywanej entalpii
swobodnej AG= -52,9 kcal/mol, zawierajacej kodon inicjacyjny AUGI1 oraz mniejszej
Ul180:A218 [Btaszczyk & Ciesiotka, 2011]. Zaobserwowanej roznicy w stopniu
uporzadkowania nie mozna thumaczy¢ dlugoscig badanych fragmentéw, poniewaz w obu
przypadkach w analizie brano pod uwage sekwencje sktadajace si¢ z regionéw niekodujacych

5’ oraz fragmentéw sekwencji kodujacej zakonczonych za kodonem AUG?2.

Pomimo istotnych réznic pomigdzy regionami terminalnymi 5° mysiego i1 ludzkiego
mRNA p53, zaobserwowano roéwniez podobienstwa, np. wystepowanie spinki A47:U81
w MRNA mysim oraz spinki U180:A218 w transkrypcje ludzkim. Zawierajg one odmienne
dhugosci trzondw, a ich sekwencje r6znig si¢ od siebie jedynie trzema nukleotydami. Istotna
rola tego elementu strukturalnego zostanie opisana w dalszej czgsci niniejszej pracy (4.2.4.
Mapowanie dostgpnosci RNA w regionie U41:U81). Ponadto, w obu przypadkach
zaobserwowano wystepowanie kodonu inicjacyjnego AUG1 w obrgbie duzej, stabilnej
termodynamicznie spinki do wlosow. Spinka wystepujaca w mRNA ludzkim wykazuje
wyzsza przewidywang entalpi¢ swobodng (AG= -52,9 kcal/mol) w stosunku do spinki obecnej
w transkrypcje mysim (AG= -20,9 kcal/mol), co spowodowane jest krotszg dlugoscia
oraz wystepowaniem licznych wybrzuszen bocznych w spince w mysim mRNA. Opisywany
element strukturalny G64:C169 ludzkiego mRNA zawiera 19-nukleotydowa sekwencje,
nieobecng w mRNA mysim, ktéra powoduje wydtuzenie spinki, a w zwigzku z tym réwniez

zwigkszenie jej przewidywanej energii swobodnej AG.

Opisane powyzej roznice nie wplywaja istotnie na otoczenie strukturalne kodonu
inicjacyjnego AUGI. W obu przypadkach, zarowno w mRNA mysim jak i1 ludzkim,
zlokalizowany jest on w obrgbie potaczenia odcinka jednoniciowego z dwuniciowym.
W przypadku mysiego mRNA pierwsze dwie reszty nukleotydowe AU wchodzg w sktad

wybrzuszenia, a reszta guanozyny znajduje si¢ w obrebie trzonu spinki. W elemencie
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strukturalnym G64:C169 w mRNA ludzkim pierwsza reszta nukleotydowa zlokalizowana jest
w wybrzuszeniu, a pozostale dwie s3a sparowane. Niesparowanie pierwszych reszt
nukleotydowych kodonu inicjacyjnego wplywa pozytywnie na wspomniang wczesniej
dostepnos¢ kodonu inicjacyjnego w procesie inicjacji translacji [Blaszczyk & Ciesiotka,
2011]. Otoczenie strukturalne kodonu inicjacyjnego AUG2 w mRNA ludzkim jest
analogiczne do otoczenia AUGL, natomiast w przypadku myszy jest zmienione: reszta
adenozyny znajduje si¢ w odcinku dwuniciowym, natomiast reszty UG zlokalizowane sg
w obrgbie jednoniciowego wybrzuszenia. Takie zmiany moglyby wptywac na efektywnos¢
procesu inicjacji translacji. W przypadku mRNA p53 myszy nalezy zwroci¢ uwage na fakt, ze
kodon AUG?2 poprzedzony jest duzym, trzynastonukleotydowym wybrzuszeniem ulegajacym
licznym modyfikacjom w warunkach in vitro oraz in cellulo, a region sparowany,
oddzielajacy to wybrzuszenia od regionu jednoniciowego, zawierajgcego reszty nukleotydowe
UG wchodzace w sktad kodonu AUG?2, sktada si¢ jedynie z trzech par nukleotydowych, co
zwigzane jest ze stosunkowo niskg energia niezb¢dng do zerwania wigzan wodorowych
pomiegdzy resztami nukleotydowymi. Na tej podstawie mozna wnioskowaé, ze pomimo
odmiennego kontekstu strukturalnego AUG2, synteza izoformy biatka p53 skroconej z konca

aminowego A40p53 powinna zachodzi¢ podobnie.
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4.2.2. MRNA(-247)

Czasteczka mRNA(-247) jest najdluzszym zidentyfikowanym transkryptem
w eksperymencie 5’RACE. Sekwencja badanego mRNA zawierata region niekodujacy 5’
sktadajacy si¢ z 247 nt oraz, analogicznie do mRNA(-122), zawierata 1164-nukleotydowg
sekwencj¢ kodujaca oraz 441-nukleotydowy region 3’UTR. Matryca dsDNA do syntezy
MRNA(-247) przygotowywana zostala analogicznie do matrycy dsDNA dla mRNA(-122),

a opis otrzymywania konstruktu znajduje si¢ w rozdziale ,,Materialy i metody”.

Analize struktury drugorzedowej mRNA(-247) przeprowadzono z wykorzystaniem
dwodch opisanych wezes$niej metod mapowania struktury drugorzedowej RNA: cigcia RNA
indukowanego w obecnosci jonéw Pb?* oraz techniki SHAPE. Autoradiogramy otrzymane

w wyniku mapowania struktury mRNA zaprezentowano na rys. 21.

Na podstawie otrzymanych wynikéw zaproponowano model struktury drugorzedowej
regionu terminalnego 5° mRNA(-247), skladajacy si¢ przynajmniej z siedmiu elementéw
strukturalnych typu spinki do wlosow: A(-247):U(-224) (AG= -2,8 kcal/mol), C(-200):G
(-102) (AG= -38 kcal/mol), C(-101):G(-83) (AG= -6,3 kcal/mol), G(-79):C(-55) (AG= -8,2
kcal/mol), C(-51):G9 (AG= -20,9 kcal/mol), A47:U81 (AG= -6,3 kcal/mol) oraz A89:U140
(AG= -10,5 kcal/mol). Podobnie jak w przypadku mRNA(-122) region U41:U81 moze
rowniez zwija¢ si¢ alternatywnie tworzac dwie spinki U41:A66 (AG= -8 kcal/mol) oraz
G68:C80 (AG=-1,4 kcal/mol).

Spinka zlokalizowana na koncu 5> mRNA sklada si¢ z podstawy ztoZzonej z o§miu par
nukleotydowych, zawierajacej dwa jednonukleotydowe wybrzuszenia oraz petli apikalnej
ztozonej z szeSciu nukleotydow. Dalej w kierunku 3’ znajduje si¢ duza, stabilna domena
C(-200):G(-102). Sktada si¢ ona z segmentu zbudowanego z jedenastu par nukleotydowych,
posrod ktorych znajduje si¢ male, dwunukleotydowe wybrzuszenie. Nastgpnie, 11-
nukleotydowe wybrzuszenie oraz mata spinka C(-126):G(-141) oddziela trzon spinki od duze;j
czesci  spinki  G(-142):C(-188), zbudowanej =z siedemnastu par nukleotydowych,
pooddzielanych od siebie wybrzuszeniami bocznymi: trzynukleotydowym dwustronnym,
trzynukleotydowym jednostronnym oraz dwustronnym dwu- i jednonukleotydowym, a cala

spinka zakonczona jest petla apikalna, zlozona =z trzech reszt nukleotydowych.
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Rys. 21. Autoradiogramy dla mRNA(-247), uzyskane w wyniku przeprowadzenia reakcji ciecia indukowanego jonami Pb?* (A) oraz SHAPE (B), analizowane
za pomocg reakcji odwrotnej transkrypcji z uzyciem czterech starterow znakowanych radioizotopowo. Na panelu (A) po prawej stronie zaznaczono motywy
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sekwencjonowanie.



Spinka C(-101):G(-83) =zbudowana jest z trzonu zlozonego =z sze$ciu par
nukleotydowych oraz petli z siedmiu reszt nukleotydowych. Element strukturalny
G(-79):C(-55) zawiera 13-nukleotydowsg petle apikalng oraz podstawe ztozong z szesciu par
reszt nukleotydowych. Wszystkie zaproponowane elementy strukturalne w mRNA(-247),
zlokalizowane w czg$ci kodujacej 1 niekodujacej od nukleotydu A(-54), znajduja si¢ réwniez
w modelu struktury drugorzedowej regionu terminalnego 5> mRNA(-122), w zwigzku z czym
zostaly one szczegdlowo opisane wczesniej. Zaproponowano réwniez wystepowanie dwoch
stabilnych odziatywan dalekiego zasiegu: odcinka G(-220)G(-201) z fragmentem C11C28
o przewidywanej entalpii swobodnej AG= -13,3 kcal/mol oraz sekwencji G31C40
z odcinkiem G142U150 o AG= -9,8kcal/mol. Model struktury drugorzgedowej regionu

terminalnego 5° mRNA(-247) zostat zaprezentowany na rysunku 22.

Zauwazono, ze model struktury drugorzedowej regionu terminalnego 5> mRNA(-247)
w duzej czeSci odzwierciedla model zaproponowany dla homologicznego odcinka
MRNA(-122). W obu strukturach wystepujg identyczne elementy od nukleotydu A(-54)
do konca analizowanej sekwencji w kierunku 3’, co moze wskazywa¢ na ich istotng rolg
w prawidlowym funkcjonowaniu mRNA. Ponadto, niewielkg réznicg¢ zauwazono pomiedzy
spinkami  C(-101):G(-83) i G(-79):C(-55) w mMRNA(-247) a spinkami C(-106):G(-78)
i G(-77):C(-57) w mRNA(-122). Petle apikalne obu elementow strukturalnych pozostaja
nienaruszone, jednak fakt, ze odcinek C(-106)G(-102) wchodzi w sktad podstawy domeny
C(-200):G(-102) powoduje powstanie spinki C(-101):G(-83) w mRNA(-247) skroconej o pie¢
par nukleotydowych w podstawie w stosunku do spinki C(-106):G(-78) w mRNA(-122).
Co wiecej, odcinek U(-82)G(-78) sparowany z C(-106)G(-102) w spince C(-106)G(-102)
w MRNA(-122) w modelu struktury drugorzedowej regionu terminalnego 5° mRNA(-247)
stanowi potgczenie z motywem G(-79):C(-55), ktorego podstawa w stosunku do
analogicznego motywu w mRNA(-122) =zostala wydluzona o dwie pary reszt
nukleotydowych.
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Rys. 22. Model struktury drugorzedowej regionu terminalnego 5> mRNA(-247). Pierwsza reszta nukleotydowa regionu kodujacego zostata oznaczona jako 1,
reszty nukleotydowe zlokalizowane w obrebie regionu niekodujacego zaznaczono numerami ujemnymi. Pod kazdym motywem strukturalnym, w nawiasach,
znajdujg si¢ szacowane entalpie swobodne AG, wyrazone w kcal/mol. Czarne groty wskazujg miejsca ciecia jonami Pb?*, kolorami czarnym, pomarafczowym
i czerwonym zaznaczono reszty nukleotydowe w zaleznos$ci od ich reaktywnosci w reakcji SHAPE, kolorem szarym oznaczono miejsce wigzania startera.
Kodony inicjacyjne AUGI i AUG2 zaznaczono czarng ramka. W szarej ramce zaprezentowano alternatywne zwijanie regionu U41:U81.



Poréwnujac modele struktur drugorzgdowych regionéw terminalnych 5° mysiego
MRNA(-247) oraz ludzkiego mRNA transkrybowanego z miejsca PO mozna zauwazy¢
mniejszy stopien uporzadkowania transkryptu PO w poréwnaniu do jego mysiego
odpowiednika, podobnie jak w przypadku mRNA najczesSciej wystepujacego,
syntetyzowanego od miejsca P1. W obu przypadkach zarowno mysi, jak i ludzki mRNA,
zwijaja si¢ podobnie do ich wersji ze skréconymi regionami terminalnymi 5’: istotne

elementy strukturalne sg zachowane, pomimo zmiany dtugosci regionu 5’UTR.
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4.2.3. Elementy izolowane C(-200):G(-102), C(-51):G9 i A89:U140

W kolejnym etapie postanowilam sprawdzi¢ prawdopodobienstwo wystepowania
w badanych mRNA trzech wybranych elementow strukturalnych typu spinki do wlosow
C(-200):G(-102), C(-51):G9 i A89:U140. W tym celu zastosowatam tzw. ,podejScie
domenowe”, polegajace na analizie krotkich fragmentow RNA, ktorych sekwencja
nukleotydowa odpowiadata elementom zaproponowanym wczesniej W modelach struktur
drugorzgdowych regiondow terminalnych 5° mRNA(-247) i mRNA(-122). W dalszej czesci
pracy do opisu tych czasteczek wykorzystuje termin ,,fragmenty izolowane”. W celu
utatwienia transkrypcji RNA z wykorzystaniem promotora T7, do oligomerow C(-51):G9
i A89:U140 na koncu 5° dodano reszt¢ guanozyny, natomiast sekwencje oligomeru
C(-200):G(-102) wydtuzono o reszty nukleotydowe guanozyny i cytydyny, odpowiednio na
koncach 5’ i 3°. W przypadku oligomeréw C(-200):G(-102) oraz A89:U140 dodane reszty
nukleotydowe wystepuja naturalnie w sekwencji mRNA. W kolejnym kroku uzyskane
czasteczki znakowano izotopem 2P na kofcu 5°, a nastgpnie mapowano ich strukture
wykorzystujac metode ciecia indukowanego w obecnosci jonow Pb?*. Uzyskane produkty
analizowano na zelu poliakrylamidowym, a wzor cig¢ RNA otrzymany dla danej czasteczki
poréwnywano ze wzorem uzyskanym dla analogicznego fragmentu znajdujacego si¢
w mRNA pelnej dlugosci. Analizg in silico badanych fragmentow mRNA przeprowadzono
wykorzystujac program RNA structure v. 5.6. Wykazano, ze wszystkie trzy RNA przyjmuja
struktury typu spinki do wlosdéw, analogiczne do zaproponowanych wcze$niej w modelu
struktury drugorzgedowej konca 5’ calej czasteczki mRNA. Zaproponowane struktury
drugorzgdowe stanowig najstabilniejsze termodynamicznie warianty zwijania tych
fragmentow RNA, o przewidywanych entalpiach swobodnych AG wynoszacych AG= -41,4
kcal/mol, -21,1 kcal/mol oraz -10,9 kcal/mol odpowiednio dla spinek C(-200):G(-102),
C(-51):G9 i A89:U140.

Wyniki  przeprowadzonych  do$wiadczen przedstawiono na rysunku 23.
Zaobserwowano, ze we wszystkich analizowanych przypadkach wzor cig¢ elementu
izolowanego byt bardzo podobny do wzoru otrzymanego dla analogicznego fragmentu
w mRNA pelnej dlugoscii W izolowanej spince C(-200):G(-102) zaobserwowano
zmniejszenie liczby cig¢ RNA w obrebie rejondéw dwuniciowych, zwlaszcza w odcinku
bezposrednio sasiadujacym z petla apikalng oraz w podstawie catej domeny. Uzyskany wzor
jest zgodny z zasadami przewidzianymi dla mapowania struktury RNA przy wykorzystaniu

jonéw otowiu. Obserwowane dodatkowe cigcia dla tego fragmentu w mRNA petnej dtugosci
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moga wynikaé np. ze zmniejszenia stabilno$ci poszczegélnych czesci domeny, co moze by¢

spowodowane obecnos$cig dodatkowych odcinkow sekwencji w mRNA peinej dtugosci.
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Rys. 23. Struktura drugorzedowa izolowanych elementow mRNA oraz autoradiogramy uzyskane
w wyniku mapowania ich struktury drugorzgdowej metoda ci¢¢ indukowanych obecnos$cig jonow
Pb2*. Elementy C(-200):G(-102) (A, D), C(-51):G9 (B, E) i A89:U140 (C, F). Po lewej stronie
zaznaczono wybrane reszty cytydyny. Oznaczenia: czarne trojkaty: zmieniajgce si¢ stezenie
jonoéw Pb?*, +: reakcja SHAPE, (-): reakcja kontrolna, C, G, T, A: sekwencjonowanie. Panele D, E i F

znajdujaznajduja si¢ na kolejnej stronie.
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W  przypadku spinki C(-51):G9 uzyskany wzor cie¢ odpowiada strukturze
drugorzedowej zaproponowanej in silico, cho¢ w przypadku mRNA pelnej dlugosci
obserwowane s3 dodatkowe cigcia w regionie apikalnym spinki. Mozna przypuszczac,
ze podobnie jak w przypadku spinki C(-200):G(-102), obserwowane roznice wynikajg
ze zmniejszonej stabilnosci tego elementu w mRNA w stosunku do elementu izolowanego.
W ostatniej analizowanej spince A89:U140 wzdér mapowan oligomeru jest bardzo zblizony
do wzoru uzyskanego w mRNA pelnej dlugosci. Zaobserwowano jedynie mniej cigc
w podstawie spinki, co spowodowane jest najprawdopodobniej brakiem zaburzania struktury
przez sasiadujace elementy mRNA, oraz dodatkowe cigcia w obrebie dwojki nukleotydowej
141CC142. Brak cie¢ RNA w analogicznym regionie w czgsteczce pelnej dlugosci mozna
takze tlumaczy¢é wykorzystaniem réznych podej$¢ analitycznych: elementy izolowane
znakowane byty na koncach 5°, co umozliwiato analize catej spinki, natomiast w mRNA
pelnej dlugosci nukleotydy 141CC142 sasiaduja bezposrednio z miejscem wigzania startera

w reakcji odwrotnej transkrypcji, co moglo skutkowaé brakiem odczytu danych dla tego regionu.

Podsumowujac, dane uzyskane w tzw. ,,podejsciu domenowym” bardzo dobrze
koreluja z informacjami uzyskanymi podczas mapowania struktury regionu terminalnego 5’
catych mRNA. Otrzymane wyniki potwierdzajg wystgpowanie poszczegdlnych elementow
strukturalnych w czasteczkach petnej dlugosci. Moze to stanowi¢ przestanke do dalszych
badan roli tych elementow strukturalnych w mRNA, sugerujac zarazem ich istotne znaczenie
dla prawidlowego przebiegu proceséw komoérkowych zwigzanych z regulacjg transkrypcji

mRNA p53 oraz regulacjg inicjacji translacji.
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4.2.4. Mapowanie dostepnosci RNA w regionie U41:U81

Niezwykle wazne byto zaproponowanie sposobu zwijania odcinka mRNA U41:U8]1.
Jest to region silnie zachowawczy ewolucyjnie (rys. 17), co moze $wiadczy¢ o jego istotnej
roli funkcjonalnej. W mRNA ludzkim region homologiczny do odcinka U45:A83 przybiera
forme spinki do witosow U180:A218 [Btaszczyk & Ciesiotka, 2011] o przewidywanej entalpii
swobodnej AG= -11,1 kcal/mol. Spinka ta jest miejscem oddzialywania z biatkiem HDM2
(ang. human/murine double minute 2 protein) [Candeias et al. 2008], gtéwnym regulatorem
poziomu p53 w komorce. Wykazano, ze zmiany nukleotydow w spince uniemozliwiajg
wigzanie biatkka HDM2 do mRNA, wplywajac tym samym na poziom biatka p53 w komorce
[Candeias et al. 2008]. Do spinki wigze si¢ rowniez biatko HDMX (ang. human/murine
double minute 4 protein), ktoére promuje interakcje mRNA-HDM?2 i indukcje syntezy p53
[Malbert-Colas, et al. 2014]. Dotychczas wygenerowano liczne modelowe myszy
transgeniczne [Tackmann & Zhang, 2017]. Na podstawie badan nad myszami wnioskowano
o wplywie oddziatywania Mdm2-p53 na prawidlowe funkcjonowanie organizmu, pomimo ze
W przypadku myszy nie opisano w literaturze samego oddziatywania biatka Mdm2 z mRNA p53,
a interakcja ta jest domniemana na podstawie oddziatywania ludzkiego HDM2 z mRNA p53.

Na podstawie wysokiego podobienstwa regionu U41:U81 pomigdzy mRNA ludzkim
1 mysim mozna przypuszczaé, ze region ten w mysim mRNA przybiera homologiczng
strukture typu spinki do wtosoéw. Jednakze, po przeprowadzeniu analizy in silico okazuje sie,
ze struktura termodynamicznie najstabilniejsza to dwa mate elementy typu spinki do wlosow
U41:A66 1 G68:C80, o przewidywanej entalpii swobodnej wynoszacej odpowiednio
-8 kcal/mol oraz -1,4 kcal/mol. Warto$¢ entalpii swobodnej calego odcinka U41:U81
o strukturze drugorzedowej dwoch spinek wynosi -12,9 kcal/mol. Okazalo si¢ jednak, ze
wsrdd mniej stabilnych struktur drugorzedowych regionu terminalnego 5> mRNA p53 myszy
wygenerowanych komputerowo znajduje si¢ wariant zawierajacy w odcinku U41:U81 motyw
strukturalny typu spinki do wlosow A47:U81 o przewidywanej entalpii swobodnej AG= -6,3
kcal/mol. Istotna r6znica w przewidywanych warto$ciach energii AG homologicznych spinek
ludzkiej (-11,1 kcal/mol) i mysiej (-6,3 kcal/mol) spowodowana jest zmiang trzech pozycji
nukleotydowych w mRNA mysim: C45, C82 i C83 (rys. 24). W mRNA ludzkim w tych
pozycjach znajdujg si¢ odpowiednio reszty urydyny, guanozyny oraz adenozyny. Powyzsze
zmiany ewolucyjne powoduja, ze podstawa potencjalnej mysiej spinki A47:U81 jest skrocona
0 dwie pary nukleotydowe w stosunku do spinki ludzkiej, co powoduje istotne obnizenie

energii AG. Ponadto, AG moze zosta¢ dodatkowo obnizona poprzez zamiang reszty
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adenozyny 186 w mRNA Iudzkim na reszt¢ guanozyny A51, co w efekcie skutkuje

utworzeniem niekanonicznej pary GU.
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Rys. 24. Wplyw pojedynczych zmian nukleotydowych w homologicznych sekwencjach mRNA p53
myszy i cztlowieka na strukture drugorzedowa spinki odpowiedzialnej w mRNA ludzkim za wigzanie
biatka HDM2. (A) Fragment poréwnania sekwencji mRNA p53 z 11 réznych gatunkéw (z rys. 17)
z zaznaczonymi zmienionymi resztami nukleotydowymi. (B) Elementy strukturalne typu spinki
do wlosow: mysia A47:U81 oraz ludzka U180:A218. Czerwonymi kwadratami zaznaczono reszty
nukleotydowe, ktore majg istotny wptyw na roznice stabilnosci pomig¢dzy strukturami. W nawiasach
pod strukturami znajdujg si¢ warto$ci entalpii swobodnych przewidywanych dla poszczegdlnych
struktur, wyrazone w kcal/mol.

W zwigzku z bardzo istotng rolg funkcjonalng spinki U180:A218 w ludzkim mRNA
p53 oraz mozliwosciag wystepowania homologicznego elementu w mRNA mysim,
postanowiono przeprowadzi¢ dodatkowe badania umozliwiajgce zaproponowanie wiasciwej
struktury tego elementu w mysim mRNA. Zastosowano metod¢ mapowania dostgpnosci
mRNA do hybrydyzacji szeScionukleotydowych oligomerow DNA, wykorzystujac biblioteki
kombinatoryczne oligonukleotydow (ang. semi-random libraries of DNA 6mers) i RNaze H.
W kazdej z bibliotek oligomery zawieraja okreslong reszte¢ nukleotydowa adenozyny,
guanozyny, cytydyny lub tymidyny w pozycji trzeciej, natomiast pozostale reszty
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nukleotydowe wystepuja losowo [Wrzesinski et al. 2000]. Oligomery DNA przylagczaja sie
do dostepnych regionéw mRNA, tworzac hybrydy RNA-DNA, ktorych wystepowanie zostaje
potwierdzone poprzez hydroliz¢ RNA za pomoca RNazy H. PodejScie takie zostato
zastosowane wczeséniej dla ludzkiego mRNA p53 [Gorska et al. 2013]. Zaktadano,
ze porownanie wzoru dostgpnosci mRNA do hybrydyzacji oligomerdéw z proponowanymi
zwinigciami regionu U41:U81 pozwoli okreslic, ktory wystgpuje w mysim mRNA
z wigkszym prawdopodobienstwem. Wyniki przeprowadzonego mapowania zaprezentowano

narys. 25.

W przypadku, w ktorym w mMRNA proponowana jest jedna spinka A47:U81,
obserwuje si¢ hybrydyzacje oligonukleotydow do petli apikalnej i wybrzuszen bocznych oraz
bardzo silng hybrydyzacj¢ do podstawy spinki i przylegajacych do niej regionow
jednoniciowych. Wystepowanie hybryd DNA-RNA w obrgbie podstawy spinki moze by¢
spowodowane jej obnizong stabilnosciag, co moze by¢ nastgpstwem wystepowania
niekanonicznej pary GU oraz faktem, ze oprocz niej w trzonie spinki wystepuja cztery pary
nukleotydowe, sposrod ktérych jedynie dwie pary tworza silne oddzialywania typu GC.
Ponadto, w regionie dwuniciowym, zlokalizowanym pomi¢dzy wybrzuszeniami bocznymi
a petlg apikalng, obserwuje sie pojedyncze oddzialywania DNA-RNA. Mozna to uzasadnié
tym, ze opisywany rejon charakteryzuje si¢ mniejszg dostepnoscia w stosunku do trzonu
spinki, co spowodowane jest wystgpowaniem wigkszej iloSci par nukleotydowych.
Obserwowane oddziatywania sg zgodne ze schematem przewidzianym dla mapowania

dostepnosci RNA dla oligomerow.

Drugi wariant zwijania si¢ badanego odcinka mRNA przybiera form¢ dwoch matych
spinek. Analizujac dostgpnos$¢ badanego fragmentu RNA do hybrydyzacji oligomerow DNA
mozna zauwazy¢, ze oddzialywania RNA-DNA wystepuja w regionach jednoniciowych
zlokalizowanych u podstawy struktur oraz w regionie petli apikalnej matej spinki G68:C80,
co jest zgodne z regutami hybrydyzacji oligomeréw do RNA. Nie mniej jednak, mozna
réwniez zaobserwowac silng dostepnos¢ dla oligomerdw w obrebie regionéw dwuniciowych
prawie catej wigkszej spinki U41:A66, pomimo ze region pomig¢dzy petla apikalng i podstawg
zawiera jedynie jedno wybrzuszenie dwustronne. Gorny segment spinki sktada si¢ z czterech
par nukleotydowych, sposrod ktorych dwie stanowig pary niekanoniczne typu GU. Znacznie
wigksza dostepno$¢ obserwowana jest w dolnej czgsci spinki, sktadajacej si¢ z pigciu par
nukleotydowych. Obserwowana dostgpnos¢ do hybrydyzacji 1 proponowana struktura

drugorzedowa nie sg zgodne biorgc pod uwage reguty dostepnosci RNA do hybrydyzacji
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[Wrzesinski et al. 2000]. Proponowany trzon spinki powinien stanowi¢ stabilng strukture,

w zwigzku z tym mniej dostepng do hybrydyzacji oligomeréw. Ponadto, nie zaobserwowano

wigzania oligonukleotydow w obrebie petli apikalnej wigkszej spinki ani w regionie laczacym

obie spinki, do ktérych powinny przylaczac si¢ oligomery DNA.
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Rys. 25. Mapowanie dostgpnos$ci fragmentu U41:U81 regionu terminalnego 5° mRNA p53
do hybrydyzacji oligomerow DNA. Do okre§lenia miejsc wigzania wykorzystano biblioteki
kombinatoryczne oligomeréw DNA oraz hydroliz¢ hybryd RNA-DNA przy uzyciu RNazy H.
(A) Autoradiogram uzyskany w wyniku reakcji mapowania fragmentu RNA U41:U81, analizowanej
za pomocg reakcji odwrotnej transkrypcji z uzyciem startera znakowanego radioizotopowo. Reakcje
prowadzono w czasie 10 i 30 minut. C, G, A, T: sekwencjonowanie. (B) Proponowane motywy
strukturalne mRNA z zaznaczonymi miejscami wigzania oligomerdéw (szare linie). Miejsca cigcia
zaznaczono czarnymi grotami. ¢, g, a, t: biblioteki kombinatoryczne DNA.
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Na podstawie powyzszych informacji mozna wnioskowaé, ze najbardziej
prawdopodobnym motywem strukturalnym wystepujagcym w odcinku U41:U81 regionu
terminalnego 5’ mysiego mRNA p53 jest pojedyncza spinka do wilosow A47:U8L.
W tym przypadku wzor hybrydyzacji oligomerow do poszczegolnych elementow
zaproponowanej struktury byt zgodny z oczekiwanym, w przeciwienstwie do wzoru
hybrydyzacji obserwowanego dla dwoch mniejszych spinek. Silne wigzanie oligomerow
DNA do trzonu wigkszej spinki oraz brak wigzania do jej petli apikalnej sa niezgodne
z mozliwoscig wystepowania dwoch mniejszych spinek w regionie U41:U81. Analogiczny
eksperyment mapowania przeprowadzono wczesniej dla ludzkiego mRNA p53 (rys. 26)
[Gorska et al. 2013]. Zaproponowany wzor hybrydyzacji oligomeréw DNA do ludzkiego
mRNA w analizowanym regionie jest zblizony do wzoru okreslonego dla spinki A47:U81
w mysim mRNA. W obu przypadkach obserwowane jest wigzanie oligomerow DNA
w obrgbie petli apikalnej oraz podstawy spinki. Wigksza liczba oligonukleotydow
przylaczajacych si¢ do podstawy mysiej spinki A47:U81 w stosunku do oligomerow
wiazacych si¢ do podstawy spinki ludzkiej moze by¢ uwarunkowana mniejsza stabilno$cia
tego regionu. Wynika ona ze zamiany reszt nukleotydowych zlokalizowanych u podstawy
ludzkiej spinki, co w efekcie prowadzi do skrocenia trzonu spinki mysiej w stosunku do

spinki ludzkiej.
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Rys. 26. Spinka U180:A218 w ludzkim mRNA p53, odpowiedzialna za wigzanie biatka HDM2,
Z zaznaczonymi miejscami wigzania oligomeréw DNA (oznaczono szarymi liniami). Miejsca wigzania
oligomeréw DNA wskazujg regiony RNA dostgpne do hybrydyzacji. Linia przerywana wskazuje,
ze dany oligonukleotyd wiaze si¢ do sekwencji wystepujacej poza zaprezentowana spinka
[na podstawie: Gorska et al. 2013].
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4.2.5. MRNA(-166)

Czasteczka mRNA(-166) jest transkryptem obejmujgcym 166-nukleotydowy region
nieckodujacy 5° mRNA p53 oraz, analogicznie do mRNA(-122) oraz mRNA(-247), 1164-
nukleotydowa sekwencje kodujaca. Opisywany transkrypt nie zostal zidentyfikowany
w reakcji 5’RACE, nie mniej jednak, w dotychczas opublikowanych pracach, w ktorych
brano pod uwage region niekodujacy 5° mRNA p53 w komoérkach mysich, analizowano
mRNA zawierajacy 5’UTR o dlugosci 166 nukleotydow. W zwiagzku z rozbiezno$cig
w numeracji, spowodowang wyborem innego kodonu AUG jako kodonu inicjacyjnego,
w literaturze region ten jest opisywany jako 157-nukleotydowy [Kim et al. 2013]. Opisywany
region niekodujacy jest najczgsciej wykorzystywanym w pracach badawczych dotyczacych
komoérek mysich. Z tego powodu postanowiono przeprowadzi¢ badania majace na celu
zaproponowanie modelu struktury drugorzedowej regionu terminalnego 5° obejmujacego
166-nukleotydowy 5’UTR celem sprawdzenia, czy poszczegolne elementy jego struktury
drugorzedowej zostaja zachowane w stosunku do obecnych w mRNA(-122). Zaplanowano
i przygotowano dsDNA stanowigce matryce do syntezy mRNA(-166) poprzez wykorzystanie
reakcji PCR, a doktadny opis jej syntezy znajduje si¢ w rozdziale ,,6. Materiaty 1 metody”.
Analize struktury drugorzedowej regionu terminalnego 5° mRNA(-166) przeprowadzono
wykorzystujac metod¢ cig¢ indukowanych obecno$cia jondw otowiu, a uzyskane

autoradiogramy zaprezentowano na rys. 27.

Na podstawie uzyskanych wynikdw zaproponowano model struktury drugorzg¢dowe;j
badanego regionu terminalnego (rys. 28) obejmujacy przynajmniej siedem elementow
strukturalnych typu spinki do wloséw: U(-157):A(-111) (AG= -5,6 kcal/mol), C(-105):G(-79)
(AG= -12,4 kcal/mol), G(-77):C(-57) (AG= -4,6 kcal/mol), C(-51):G9 (AG= -13,9 kcal/mol),
G18:C37 (AG= -2,3 kcal/mol), C38:G69 (AG= -8,7 kcal/mol) oraz A70:U153 (AG= -17,3
kcal/mol). Zaobserwowano, ze struktura regionu C(-105):G9 jest bardzo zblizona do struktury
analogicznego fragmentu wystepujacego w modelu struktury drugorzedowej mRNA(-122).
Zauwazono, ze struktura spinki G(-77):C(-57) pozostaje bez zmian, w spince C(-105):G(-79)
zaobserwowano skrécenie podstawy spinki o jedng pare reszt nukleotydowych, w elemencie
zawierajacym kodon AUG1 C(-51):G9 wystepuja drobne rearanzacje, efektem ktérych jest
zmniejszenie stabilnosci spinki, natomiast spinka C38:G69 odpowiada elementowi U41:A65,
wystepujacemu w modelu mRNA(-122) jako alternatywne zwinigcie regionu U41:US8].

Podstawa spinki C38:G69 zostala wydluzona o dwie pary nukleotydowe oraz reszty
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nukleotydowe cytydyny i urydyny, stanowigce jednostronne wybrzuszenia boczne w stosunku

do wystepujacej w mRNA(-122) spinki U41:A65.
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Rys. 27. Autoradiogramy uzyskane w wyniku przeprowadzonej reakcji cigcia MRNA(-166)
indukowanego jonami Pb?*, analizowane za pomocg reakcji odwrotnej transkrypcji z wykorzystaniem
starterow znakowanych radioizotopowo. Po lewej stronie zaznaczono wybrane reszty nukleotydowe.
Oznaczenia: czarne trojkaty: zmieniajace si¢ stezenie jonow Pb?*, (-): reakcja kontrolna, C, G, T, A:
sekwencjonowanie.

W zaproponowanym modelu na koncu 3’ analizowanego regionu mRNA(-166)
znajduje si¢ spinka A70:U153. Podstawa spinki zbudowana jest z dziewigtnastu par
nukleotydowych, oddzielonych wybrzuszeniami jedno- i dwustronnymi. Motyw A70:U153
w swojej strukturze zawiera motyw bardzo podobny do spinki A89:U140, wystepujace]
w MRNA(-122) i mRNA(-247): region C97:U109, poprzedzajacy kodon AUG2 jest
jednoniciowy, a sparowanie regionow A89:G96 i Cl133:U140 jest identyczne jak
w pozostalych modelach. Drobne zmiany zaobserwowano w regionie U113:C132, efektem

ktérych sa: powstanie petli apikalnej zlozonej z trzech reszt nukleotydowych, wydtuzenie
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prawostronnego wybrzuszenia bocznego do pigciu reszt nukleotydowych oraz calkowite
sparowanie reszt kodonu inicjacyjnego AUG2, cho¢ nukleozydy U i G tworzg mniej stabilne

pary niekanoniczne GU.

Ponadto zaobserwowano, ze zaproponowane zwinigcie regionu U41:US81
umozliwialoby powstanie spinki A47:U81, opisanej we wczesniejszych modelach

MRNA(-122) oraz mMRNA(-247), bez naruszenia pozostatych motywow strukturalnych.
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Rys. 28. Model struktury drugorzedowej regionu terminalnego 5° mRNA(-166). Pierwsza reszta
nukleotydowa regionu kodujgcego zostata oznaczona jako 1, reszty nukleotydowe zlokalizowane
w obrebie regionu niekodujagcego zaznaczono numerami ujemnymi. Pod kazdym motywem
strukturalnym, w nawiasach, znajdujg si¢ obliczone entalpie swobodne AG, wyrazone w kcal/mol.
Czarne groty wskazujga miejsca ciecia jonami Pb?*, kolorem szarym oznaczono miejsce wigzania
startera. Kodony inicjacyjne AUG1 i AUG2 zaznaczono czarng ramka.

W  zaproponowanym modelu mRNA(-166) wystepuja réwniez motywy
niezaobserwowane w modelach mRNA(-122) i mMRNA(-247): region G18:C37 przyjmuje
strukture spinki, ktoérej trzon ztozony z pigciu par nukleotydowych jest oddzielony

dwu-nukleotydowymi pe¢tlami bocznymi oraz ze spinki U(-159):A(-111), zlokalizowanej
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na koncu 5°, zbudowanej z os$mionukleotydowej petli apikalnej oraz z czternastu par

nukleotydowych, oddzielonych pgtlami bocznymi.

Zaproponowany model struktury drugorzedowej regionu terminalnego 5° mRNA
(-166) poréwnano do modelu struktury analogicznego regionu niekodujacego 5’
opublikowanego w 2013 roku, nazwanego p53(1-157), wygenerowanego za pomoca metod in
silico (rys. 29) [Kim et al. 2013]. Okazalo si¢, ze jedynie dwa eclementy strukturalne
C(-105):G(-79) i G(-77):C(-57) sa takie same. Pozostata cze$¢ struktury mRNA p53(1-157)
istotnie rozni si¢ od modelu mRNA(-166). W modelu mRNA p53(1-157) zaproponowano
parowanie regionow 5’ i 3°, czego nie zaobserwowano w mRNA(-166). Nalezy jednak wziaé
pod uwage fakt, ze p53(1-157) obejmuje jedynie region niekodujacy, czgs¢ kodujaca mRNA
zostata pominigta, a model wygenerowano metoda in silico. Roznice te mogg by¢ powodem

rozbiezno$ci w zaproponowanych strukturach.

Rys. 29. Model struktury drugorzedowej 157-nukleotydowego regionu niekodujgcego 5° p53(1-157).
Czerwona ramka zaznaczono spinki analogiczne do elementéw zidentyfikowanych w mRNA(-166).
[Na podstawie: Kim et al. 2013]
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4.3. Struktura trzeciorzedowa oraz whasciwosci termodynamiczne regionu terminalnego

5 mRNA(-122) oraz jego wybranych element6w strukturalnych

Kolejnym celem mojej pracy bylo zaproponowanie modelu struktury trzeciorzgdowej
regionu terminalnego 5° mRNA(-122) a takze, dodatkowo, modeli struktur wybranych
elementow zlokalizowanych w tym regionie: spinki C(-51):G9 oraz fragmentu U41:U140.
W spince C(-51):G9 zlokalizowany jest kodon inicjacyjny AUGI, od ktorego syntetyzowane
jest biatko p53. Struktura tej spinki moze odgrywac istotna rolg¢ w procesie inicjacji translacji.
Natomiast odcinek U41:U140 zawiera spinke zawierajaca kodon inicjacyjny AUG2, od
ktérego syntetyzowana jest izoforma A41p53. Odcinek ten zawiera takze spinke A47:U81
i jego analiza moze stanowi¢ dodatkowe potwierdzenie wystepowania w mRNA spinki
A47:U81 zamiast dwoch spinek U41:A66 1 G68:C80 (problem ten zostal opisany wczesniej
W niniejszej pracy, w rozdziale ,,4.2.4. Mapowanie dostgpnosci RNA w regionie U41:U81”).
Ponadto, dla kazdego badanego fragmentu przeprowadzono analiz¢ jego wlasciwosci
termodynamicznych. Aby zrealizowa¢ powyzsze cele wykorzystano matokatowe rozpraszanie
promieniowania rentgenowskiego (SAXS, ang. small-angle X-ray scattering), a jego wyniki,
czyli parametry strukturalne (Rg, Dmax, V) I niskorozdzielcze struktury (modele ab initio),
poréwnywatam z modelami struktur trzeciorzgdowych, wygenerowanych przy uzyciu
programu RNA Composer [Popenda et al. 2012; Antczak et al. 2016]. W nast¢gpnym kroku
zebrano widma dichroizmu kotowego (CD, ang. circular dichroism) w szerokim zakresie
temperatur, umozliwiajace analiz¢ parametrow termodynamicznych badanych elementow
strukturalnych. Przygotowanie doswiadczen oraz analiz¢ wynikow wykonywano we

wspoOtpracy z doktorem Kamilem Szpotkowskim.

Do modelowana komputerowego struktury trzeciorzedowej regionu terminalnego 5’
MRNA(-122) oraz wybranych elementéow strukturalnych wykorzystano program RNA
Composer, pozwalajacy na automatyczne generowanie struktur trzeciorzgdowych RNA.
Modelowanie struktur przebiega na podstawie wprowadzonej przez uzytkownika struktury
drugorzedowej RNA, zapisanej w notacji kropkowo-nawiasowej. Struktura ta jest dzielona
na mniejsze fragmenty, zawierajace nakladajace si¢ na siebie kanoniczne pary zasad.
Nastepnie jest generowana struktura trzeciorzedowa pojedynczych fragmentow, wybierana
na podstawie homologii struktury drugorzedowej i1 sekwencji sposrod struktur RNA
zdeponowanych w bazie danych PDB (Protein Data Bank) [Biesiada et al. 2016].
Modelowanie tych struktur jest mozliwe poprzez potaczenie programu RNA Composer z bazg

danych RNA FRABASE [Popenda et al. 2008; Popenda et al. 2010]. Po wygenerowaniu
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struktur trzeciorzgdowych dla wszystkich fragmentow zostaja one natozone na siebie
automatycznie, w efekcie czego powstaje model struktury trzeciorzedowej catej czasteczki
[Biesiada et al. 2016].

Analize wlasciwoséci termodynamicznych regionu terminalnego 5° mRNA(-122)
oraz wybranych elementéw strukturalnych przeprowadzono wykorzystujac spektroskopie
dichroizmu kotowego. Dichroizm kotowy jest opisywany jako niejednakowa absorpcja
$wiatla spolaryzowanego kotowo lewoskr¢tnie (ang. left-handed) i prawoskretnie (ang. right-
handed) [Greenfield et al. 2006] przez czasteczk¢ aktywng optycznie (musi zawierac
chromofor i wykazywaé chiralno$¢) [Langeveld-Voss, et al. 2000]. Ogromng =zalety
zastosowania spektroskopii dichroizmu kotowego jest mozliwo$¢ monitorowania zmian
strukturalnych zachodzacych w czasteczce pod wptywem zmiany temperatury, sity jonowe;j
lub pH [Dodero et al. 2011]. Na podstawie otrzymanych wynikow mozliwe jest wyznaczenie
entalpii swobodnej (AG, entalpia swobodna Gibbsa), entropii (AS) oraz entalpii (AH)
[Rinnenthal et al. 2010], a takze temperatur topnienia. Dodatkowa zaletg pomiaréw CD jest
mata ilo$¢ materialu niezbedna do wykonania pomiaru [Dodero et al. 2011]. Spektroskopia
dichroizmu kotowego ma réwniez swoje wady. W przypadku kwasoéw nukleinowych brak jest
mozliwos$ci pozyskania informacji o szczegodtach dotyczacych struktur badanych czasteczek

[Dodero et al. 2011].

Technika malokatowego rozpraszania promieniowania rentgenowskiego (SAXS,

ang. small-angle X-ray scattering)

SAXS jest to technika umozliwiajgca otrzymanie parametrow strukturalnych takich
jak promien zyracji (Rq), wielkos¢ maksymalna (Dmax), objetos¢ (V) oraz niskorozdzielczych
struktur czasteczek znajdujacych si¢ w roztworze [Cantara et al. 2017]. Wykorzystuje si¢ ja
glownie do okre$lania struktury biatek, jednak w ostatnim czasie jest coraz powszechniejsza
w badaniach strukturalnych RNA [Chen et al. 2016]. Wykorzystujac te technike okreslono
m. in. strukture w roztworze elementu IRES wirusa HCV [Perard et al. 2013], a takze
struktur¢ kompleksu Dcp2-Dcpl, usuwajacego kap z konca 5° mRNA, w zaktywowanej
konformacji [Valkov et al. 2016].
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Niewatpliwymi zaletami techniki SAXS s3:

e mozliwos¢ uzyskania niskorozdzielczych struktur biatek, RNA i DNA, a takze
informacji o ich konformacji, interakcji i tworzonych kompleksach
w roztworze. Co wazne, pomiary SAXS mozna prowadzi¢ w szerokim zakresie
temperatur, ci$nien oraz sktadnikoéw buforéw. [Putnam et al. 2007],

e pozwala na badanie struktur dynamicznych i labilnych [Putnam et al. 2007],

o szeroki zakres wielkosci badanych czasteczek: od malych peptydow
1 fragmentow kwaséw nukleinowych do catych wirusow oraz duzych,
gigadaltonowych kompleksow [Grawert et al. 2020],

e stosunkowo tatwe przygotowanie probki (w pordéwnaniu do krystalografii,
gdzie niezbedne jest otrzymanie krysztalu) i szybki pomiar [Putnam et al.
2007] — obecny postep w budowie zrodet synchrotronowych umozliwia analize

procesOw zmiany struktury w czasie 0.01s.

Wada techniki SAXS jest fakt, ze otrzymana struktura jest niskorozdzielcza,
w zwigzku z czym nie jest mozliwe okreslenie na jej podstawie szczegdtow strukturalnych
badanych czasteczek. Aby otrzymaé¢ doktadny model uzyskang niskorozdzielcza strukturg
nalezy zestawi¢ z modelami komputerowymi lub strukturami wysokorozdzielczymi
otrzymanymi za pomocg innych metod, takich jak krystalografia, spektroskopia
magnetycznego rezonansu jadrowego (NMR, ang. nuclear magnetic resonance) lub
mikroskopia krioelektronowa (cryoEM, ang. electron cryomicroscopy) [Putnam et al. 2007,
Shin et al. 2016].

W trakcie pomiarow zrodlo promieniowania rentgenowskiego produkuje wigzke
promieniowania. Obecnie najcze¢sciej stosuje si¢ zrodta synchrotronowe, charakteryzujace si¢
wysoka intensywno$cig, kolimacja wigzki oraz przestrajalnoscig dtugosci fali. Przed probka
znajduje si¢ uklad optyczny, ktorego zadaniem jest kolimacja wigzki. Wigzka po przejsciu
przez probke trafia na detektor, ktory dzigki duzej intensywnos$ci zrodia synchrotronowego
moze by¢ umieszczony w znacznej odleglosci, dzieki czemu mozna zbiera¢ dane w szerokim
zakresie wektora falowego (S). Wiazka promieniowania jest rozpraszana na dyfundujacych
w roztworze czgsteczkach. Odleglo$¢ miedzy badang probka a ekranem moze by¢ rdézna
1 determinuje kat padania promieniowania. Uzyskanie danych dotyczacych tylko badanej
czasteczki wigze si¢ z konieczno$cig usuniecia sygnatu pochodzacego od buforu,

co jest mozliwe dzigki roznej gestosci elektronowej biatka/RNA i buforu [Chen & Pollack,
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2016]. Wynikiem uzyskanym w trakcie eksperymentu jest zaleznos¢ I(s) do s. Przy czym |

reprezentuje intensywno$¢ wzoru rozpraszania (ang. scattering pattern), s symbolizuje

amplitud¢ wektora rozpraszania (ang. scattering vector) lub transferu momentu pedu

(ang. momentum transfer) [Henderson, 2011].

Analiza danych SAXS obejmuje :

wykres Guiniera (ang. Guinier plot) obrazujagcy logarytm naturalny
intensywnosci rozpraszania I(S) wzgledem kwadratu amplitudy wektora
rozpraszania (s) [Henderson, 2011]. Na wykresie powinna by¢ widoczna linia
prosta, na podstawie ktorej obliczana jest stata zyracji (Rg, ang. radius of
gyration) oraz intensywno$¢ rozpraszania przy kacie 0° ( 1(0), ang. forward (or
zero-angle) scattered intensity). Ry dostarcza informacji o rozkladzie masy
w czasteczce, opisuje si¢ ja jako warto$¢ Srednig kwadratowa wszystkich
czasteczek od osi rotacji. Czasteczki o takiej samej objetosci, lecz réznych
ksztattach maja rézng wartos¢ Rg. Wartos¢ 1(0) jest wykorzystywana
do obliczania masy czasteczkowej [Jacques & Trewhella, 2010].

Wykres Kratky’ego (ang. Kratky plot) [s2I(s) jako funkcja od s]. Na podstawie
wykresu dokonuje si¢ oceny sfatldowania oraz dynamiki badanej czasteczki
[Putnam et al. 2007].

Funkcje odleglosci wewnatrzczasteczkowych (p(r), ang. interatomic distance
distribution function) odnosi si¢ do odlegtosci pomiedzy elektronami
w czasteczkach rozpraszajacych promieniowanie w badanej probce. p(r)
oblicza si¢ wykonujac transformate Fouriera krzywej rozpraszania (ang.
scattering curve). Na podstawie krzywej na wykresie mozna okresli¢ ogolny
ksztalt badanej czasteczki [Putnam et al. 2007].

Ostatnim etapem analizy danych SAXS jest wygenerowanie ab initio struktury

niskorozdzielczej. Mozna tego dokona¢ za pomocg programu DAMMIN lub DAMMIF.

W obu programach jest wykorzystywane kulkowe modelowanie ab initio (ang. ab initio bead

modeling) [Mertens & Svergun, 2010], a niskorozdzielcza struktura przedstawiona jest

w formie gesto upakowanych kulek [Grawert et al. 2020]. Uzyskany model poréwnuje si¢

z modelem komputerowym lub strukturami wysokorozdzielczymi.
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Analiza danych strukturalnych i modeli ab initio fragmentow RNA

Aby okresli¢ strukture w roztworze regionu terminalnego 5° mRNA(-122), spinki
C(-51):G9 oraz fragmentu U41:U140, wykorzystano technike SAXS. Analize
przeprowadzono przy trzech réznych stezeniach jonéw magnezu: 0 mM, 2,5 mM oraz 5 mM.
Jony magnezu umozliwiaja utworzenie stabilnej struktury RNA poprzez odgrywanie roli
tadunku kompensacyjnego do polianionowego charakteru RNA, spowodowanego przez
odpychanie elektrostatyczne $cis§le upakowanego szkieletu fosforanowego. Kationy
odgrywaja istotng rol¢ w redukcji odpychania oraz faldowania RNA, dzieki czemu RNA
przybiera formy aktywne [Serra et al. 2002]. Wyniki badan przedstawiono w formie
wykresow (rys. 30, 31, 32). Podstawa wszystkich prowadzonych analiz byly krzywe
rozpraszania (rys. 30(A), 31(A), 32(A)). Na ich podstawie sporzadzono wykres Guiniera.
Bazujac na wykresie Guiniera stwierdzono, ze badane fragmenty mRNA p53 tworza
w roztworze uktad monodyspersyjny, o czym $wiadczy otrzymana prosta (rys. 30(B), 31(B),
32(B)). Delikatne zakrzywienie punktow na poczatku prostej, przy wektorze falowym s
dazacym do zera (5—0), $wiadczy o zdolnosci badanych fragmentow MRNA p53 do
agregacji. Odcigcie tych punktéw umozliwia analiz¢ danych pochodzacych jedynie od
niezagregowanych czasteczek, przyjmujagcych wiasciwg strukture. W zakresie Guiniera
wyznaczono réwniez promienie zyracji (Rgc) (tab. 4). Wykazano, ze zwigkszanie st¢zenia
jonéw magnezu powoduje zwigkszenie promienia Zyracji regionu terminalnego 5° mRNA
(-122) i spinki C(-51):G9. Dla fragmentu U41:U140 wykazano spadek warto$ci promienia
zyracji wraz ze wzrostem stezenia jondw Mg?*. W kolejnym etapie wyznaczono funkcje
odlegtosci wewnatrzczasteczkowych p(r) (rys. 30(C), 31(C), 32(C)). Dla spinki C(-51):G9
i fragmentu U41:U140 funkcja p(r) jest asymetryczna z maksimum potozonym przy r=2 nm,
co $wiadczy o silnie wydtuzonym ksztalcie czasteczki. W przypadku regionu terminalnego 5’
MRNA(-122) widoczne sg cztery maksima potozone przy r=2 nm, r=55nm, r=9nm ir=11
nm. Swiadczy to o tym, ze powierzchnia czasteczki moze mie¢ bardziej skomplikowany
ksztalt. Nalezy zaznaczy¢, ze funkcja p(r) w tym przypadku réwniez jest asymetryczna,
wskazujac tym samym na asymetryczny ksztalt czasteczki. Na podstawie funkcji p(r)
wyznaczono takze promienie zyracji oraz maksymalng wielko$¢ czasteczki (Dmax). Nalezy
zauwazyC, ze w trakcie pomiaréw nie udato si¢ zebra¢ danych dobrej jakosci dla regionu
terminalnego 5° mRNA(-122) przy 0 mM MgCl., w konsekwencji czego warunki te nie byty
brane pod uwagg w trakcie analizy tej czasteczki. Zestawienie otrzymanych wielkosci

znajduje si¢ w tabeli 4.
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Rys. 30. Zastawienie danych SAXS dla regionu terminalnego 5° mRNA(-122). (A) Eksperymentalne
krzywe SAXS (logl vs s ) w zakresie 0,0005-5 nm? w badanych stezeniach jonéw magnezu
(czerwony: 2,5 mM MgCl,, niebieski: 5 mM MgCl,). (B) wykres Guiniera (C) funkcja odleglosci
wewnatrzczasteczkowych oraz (D) wykres Kratky’ego.
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Rys. 31. Zastawienie danych SAXS dla spinki C(-51):G9. (A) Eksperymentalne krzywe SAXS
(logl vs s) w zakresie 0,0005-5 nm™ w badanych stezeniach jonéw magnezu (czarny: 0 mM MgCl,,
czerwony: 2,5 mM MgCly, niebieski: 5 mM MgCl,). (B) wykres Guiniera (C) funkcja odlegtosci
wewnatrzczasteczkowych oraz (D) wykres Kratky’ego.
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Rys. 32. Zastawienie danych SAXS dla fragmentu U41:U141. (A) Eksperymentalne krzywe SAXS
(logl vs s) w zakresie 0,0005-5 nm™* w badanych stezeniach jondéw magnezu (czarny: 0 mM MgCl,,
czerwony: 2,5 mM MgCly, niebieski: 5 mM MgCly). (B) wykres Guiniera (C) funkcja odlegtosci
wewnatrzczasteczkowych oraz (D) wykres Kratky’ego.

Promienie zyracji wyznaczone z funkcji odleglosci wewnatrzczasteczkowych
wskazujg, ze wzrost stezenia jonow magnezu powoduje zwigkszenie wartosci Rg. Na tej
podstawie mozna wnioskowac, ze w czasie stabilizacji badanych odcinkow RNA przez jony
Mg?* struktura zajmuje wieksza objetos¢. Co wiecej, wyznaczone Ry odpowiadaja
promieniom Zyracji wyznaczonym na podstawie modeli wygenerowanych przez RNA
Composer (tabela 4). Roznice obserwowane pomiedzy tendencjami dla Ry wyznaczonego
z zakresu Guiniera i funkcji p(r) spowodowane sg sposobem liczenia Rqy. Wyznaczenie
warto$§ci Dmax umozliwito okres§lenie zmian wielko$ci czasteczki pod wptywem wzrostu
stezenia jonow Mg?*. Wykazano, Zze warto$¢ Dmax dla fragmentu U41:U141 nie zmienia sig,

natomiast dla regionu terminalnego mMRNA(-122) oraz spinki C(-51):G9 wzrost stezenia
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jonow magnezu powoduje wzrost wartosci Dmax, a wigc wzrost maksymalnej wielko$ci

czasteczek mRNA.

W kolejnym etapie analizy danych sporzadzono wykresy Kratky’ego (Is> do s),
umozliwiajgce monitorowanie struktury trzecio- i czwartorzgdowej biatek 1 kwasow
nukleinowych (rys. 30(D), 31(D), 32(D)). W przypadku badanych fragmentow mRNA p53
stwierdzono, ze wzrastajace stezenia jonéw magnezu Mg?* powoduje wzrost ilosci struktur
trzeciorzedowych. Widoczne jest to jako tworzenie sie wyraznego maksimum przy s~1,2 nm™.
Warto jednak podkresli¢, ze nawet przy 0 mM stezeniu jonow Mg?* widoczne jest maksimum
o slabej intensywnosci sugerujace, ze jony magnezu nie s3 czynnikiem niezbednym
do tworzenia struktur trzeciorzedowych. Wzrost intensywnos$ci maksimum spowodowany
wzrostem st¢zenia jonoOw magnezu nalezy tlumaczy¢ jako stabilizowanie struktury.
Analiza zalezno$ci Krakty’ego pozwala stwierdzi¢, ze badane fragmenty mRNA

charakteryzuja si¢ gausowska dynamika tancucha RNA.

Na podstawie otrzymanych danych SAXS wygenerowano struktury ab initio,
a nastgpnie poroéwnano je z odpowiednimi modelami wygenerowanymi przy uzyciu programu
RNA Composer (rys. 33). W przypadku regionu terminalnego 5> mRNA(-122) zauwazono
duza zgodnos¢ w dopasowaniu modeli ab initio z modelami otrzymanymi z wykorzystaniem
programu RNA Composer. Wspotczynnik dopasowania 2 wynosit 2,5. Biorac pod uwage
charakterystyke sposobu uporzadkowania widoczng na zalezno$ci Kratky’ego (rys. 30(D))
oraz duzg roznic¢ objetosci pomigdzy objetoScig teoretyczng a doswiadczalng (tabela 5)
wpasowanie modeli wydaje si¢ bardzo dobre. Nalezy takze zaznaczy¢, ze zastosowane
modele wygenerowane zostaly z wykorzystaniem danych otrzymanych metodami
teoretycznymi a nie danych krystalograficznych. W przypadku spinki C(-51):G9
wspotczynnik dopasowania y*> wynosit 1,9, co $wiadczy o bardzo dobrym dopasowaniu.
Nalezy jednak podkresli¢, ze struktura ab initio charakteryzuje si¢ znacznie wigkszg
objetoscia niz model teoretyczny. Takie rdéznice mozna wytlumaczy¢ znaczng elastyczno$cia
badanej czasteczki, na co wskazuje charakterystyka Kratky’ego oraz parametry strukturalne.
W przypadku fragmentu U41:U140 obserwowana jest duza zgodno$¢ obserwowanych
parametrow strukturalnych, natomiast poréwnanie ksztattu Krzywych rozpraszania oraz
modeli pokazuje duza niezgodnos¢. Jest to spowodowane obecnoscia krotkiego fragmentu
o znacznej gigtkosci, ktory powoduje, ze struktura jest w polowie zgieta. Model ab initio
wskazuje, ze fragment U41:U140 w roztworze przyjmuje ksztalt wydtuzonej pateczki.

Wpasowanie struktur teoretycznych pokazuje, ze model ab initio doktadnie opisuje
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pojedyncze spinki modelu badanej czasteczki. Obserwowane réznice pomi¢dzy modelami ab
initio i modelami teoretycznymi spowodowane sa duzg elastyczno$cig tancuchéw RNA.
Z drugiej strony modele teoretyczne s3a oparte na strukturach krystalograficznych, ktére

charakteryzujg si¢ gestym upakowaniem w komorce elementarne;.
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Region terminalny 5’ Spinka C(-51):G9 Fragment U41:U140
mMRNA(-122)

Rys. 33. Zestawienie modeli trzeciorzgdowych analizowanych fragmentéw mRNA p53: (A) Region
terminalny 5° mRNA(-122), (B) spinka C(-51):G9, (C) fragment U41:U140. Dla kazdego modelu
zaprezentowano trzy rzuty zaproponowanych modeli.
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Tabela 4. Porownanie danych strukturalnych dla analizowanych fragmentéw mRNA p53.

Rgt

Dmax [nm]

Fragment

S0T

[nm]
Stezenie jonéw Mg?* 0 25 5 0 25 5 0 2.5 5
Fragment U41:U140 5.05 498 491 5.05 5.05 5.15 5498 | 16.00 15.50 @ 16.50

Spinka C(-51):G9 401 418 455 396 376 4.08 3.491 14.00 13.00 14.00

Region terminaln
N AC122) Y . 978 104 - 978 104 9545 - 3000 3250
Rgc — promien zyracji obliczony z zakresu Guiniera,
Rg - promien zyracji obliczony z funkcji odlegtosci wewnatrzczasteczkowych p(r).
Rgt— promien zyracji wyznaczony dla modelu z RNAcomposer.
V- objetosé teoretyczna [A%]
Vexp — Objetosé wyliczona z eksperymentu [A®]

29590 32680

17720 18952

94110 99982

Tabela 5. Poréwnanie objetosci teoretycznych oraz wyznaczonych z danych SAXS dla analizowanych fragmentow mRNA p53.

Fragment Mt Mo Ma.s Ms
Fragment U41:U140 624219 65510 68010 69197

Spinka C(-51):G9 18575 = 20124 21245 21253

Region terminalny
5" mRNA(-122) 99858.5 - 101925 101978
M; — masa czasteczkowa wyliczona z sekwencji [Da]
Mo — masa wyliczona z eksperymentu przy st¢zeniu MgCl, 0 mM [Da]
M2 5 — masa wyliczona z eksperymentu przy stezeniu MgClz 2,5 mM [Da]
Ms — masa wyliczona z eksperymentu przy stezeniu MgCl, 5 mM [Da]



Porownanie wlasciwosci termodynamicznych badanych fragmentow RNA na podstawie

analizy widm dichroizmu kolowego.

Przeprowadzono badania spektroskopii dichroizmu kotowego dla regionu
terminalnego MRNA(-122) (rys. 34), spinki C(-51):G9 (rys. 35) oraz fragmentu U41:U140
(rys. 36).
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Rys. 34. Widma dichroizmu kotowego dla regionu terminalnego 5> mRNA(-122), zebrane w zakresie
dtugosci fali 205-350 nm, w zakresie temperatur 5°C-90°C, w obecnoéci 5 mM Mg?. W ramce

w prawym gornym rogu przedstawiono widma zebrane w temperaturze 5°C (kolor czarny) oraz 90°C
(kolor czerwony).
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Rys. 35. Widma dichroizmu kotowego dla spinki C(-51):G9, zebrane w zakresie dtugosci fali 205-350

nm, w zakresie temperatur 5°C-90°C, w obecno$ci 5 mM Mg?*. W ramce w prawym gornym rogu
przedstawiono widma zebrane w temperaturze 5°C (kolor czarny) oraz 90°C (kolor czerwony).
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Rys. 36. Widma dichroizmu kotowego dla fragmentu U41:U140, zebrane w zakresie dtugosci fali
205-350 nm, w zakresie temperatur 5°C-90°C, w obecno$ci 5 mM Mg?*. W ramce w prawym gornym
rogu przedstawiono widma zebrane w temperaturze 5°C (kolor czarny) oraz 90°C (kolor czerwony).
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Widma CD rejestrowano przy dlugosciach fali w zakresie 205-350 nm oraz
w zakresie temperatur 5-90°C, co 5°C, w buforze zawierajacym 5 mM Mg?*. Dla regionu
terminalnego 5’ mRNA(-122) zaobserwowano trzy maksima absorpcji, przy dtugosci fali 215
nm, 230 nm oraz 275 nm. Dla spinki C(-51):G9 widniejg cztery maksima absorpcji, przy
dhugos$ci fali 215 nm, 230 nm, 240 oraz 275 nm. Dla fragmentu U41:U140 wystepuje pigc
maksimow absorpcji, przy dhlugosci fali 215 nm, 230 nm, 240, 254 oraz 275 nm. Przy
wszystkich dlugosciach fali maksimum absorpcji przesuwa si¢ ku zeru w miar¢ wzrostu
temperatury, co wskazuje na rozplatanie struktur drugorzedowych obecnych w badanym
fragmencie RNA pod wpltywem wzrostu temperatury [Larsen et al. 2015]. Zauwazono, ze
w miar¢ spadku dlugosci czgsteczki zwigksza si¢ ilo$¢ maksimow obserwowanych na
widmach CD. Mozna sadzi¢, ze widma CD rejestrowane dla krotkich fragmentoéw RNA lepiej
odwzorowuja zlozonos¢ struktury trzeciorzedowej, jaka przyjmuje badany fragment RNA.
Mniej obserwowanych maksiméw dla dtuzszych czasteczek moze wynika¢ z faktu, ze im
dluzsza czasteczka RNA, tym trudniejsza do wykrycia jest obecno$¢ poszczegdlnych
oddziatywan trzeciorzedowych. Na podstawie widm dichroizmu kotowego mozna
wnioskowac o skrecalnosci optycznej calej czasteczki, a nie jej poszczegolnych fragmentow,
w zwigzku z czym obserwowane widma pochodza od catej czasteczki, a nie od

poszczegodlnych elementow strukturalnych zlokalizowanych w jej obrgbie.

Na podstawie uzyskanych wynikéw wyznaczono zaleznos$¢ intensywno$ci maksimum
przy dtugosci fali 260 nm od temperatury dla wszystkich trzech badanych czasteczek RNA
(rys. 37). Zaklada si¢, ze czasteczki RNA przyjmuja tak zwang form¢ A, ktéra w widmach
CD daje charakterystyczny sygnat przy 260 nm [Vorli¢kova et al. 2012].
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Rys. 37. Zalezno$ci intensywno$ci maksimow od temperatury dla badanych czasteczek: konca
terminalnego 5° mRNA(-122), spinki C(-51):G9 oraz fragmentu U41:U140. (A) Intensywno$é
maksimum przy 260 nm. (B) Intensywnos$¢ maksimoéw charakterystycznych dla poszczegdlnych
czasteczek.

Z tej zaleznos$ci wyznaczono temperatury topnienia dla poszczegolnych fragmentow RNA
(tab. 6). Wyznaczono réwniez zaleznosci intensywnosci charakterystycznych maksimow dla
poszczegbdlnych fragmentow od temperatury topnienia. Dla regionu terminalnego 5’mRNA
(-122) charakterystyczne widma wystepowaly przy dtugosci fali 267 nm i 210 nm, dla spinki
C(-51):G9 przy dtugosciach fali 269 nm i 216 nm, dla fragmentu U41:U140 przy dtugosciach
fali 278 nm i1 254 nm (rys. 36). Z tych zalezno$ci wyznaczano roOwniez temperatury topnienia.
Zgodnie z oczekiwaniami okazalo si¢, ze im dluzszy fragment, tym wyzsza temperatura
topnienia. Ponadto, dla spinki C(-51):G9 oraz dla odcinka U41:U140 widoczne sg dwie
wyrazne nieciggtosci, ok. 30 °C 1 70 °C. W tabeli 6 przedstawiono poroéwnanie teoretycznych
1 eksperymentalnych danych termodynamicznych wyznaczonych dla badanych fragmentoéw
RNA. Obserwowana jest duza zbiezno$¢ pomiedzy danymi eksperymentalnymi

| teoretycznymi.
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Tabela 6. Zestawienie parametrow termodynamicznych dla badanych fragmentow RNA.

Miasa Zawarto$
Czasteczka mole[lslill]arna ¢ GC [%] T mbasic T msalt
U41:U140 62421,9 51 82 95
Spinka C(-51):G9 18575 61 78 90,5

Region terminalny

5’ mRNA(-122) 99858,5 55 85 98,9

Tmbasic — temperatura topnienia [°C]

Tmsait — temperatura topnienia w roztworze z solg [°C]

Tm dosw — temperatura topnienia wyznaczona doswiadczalnie [°C]
R - stata gazowa

K — stata rownowagi

AG — energia swobodna

AGuosw. —energia swobodna wyznaczona doswiadczalnie

AH — entalpia swobodna

AHgosw —entalpia swobodna wyznaczona do§wiadczalnie

AS — entropia

ASdosw - €ntropia wyznaczona doswiadczalnie

Tm dosw

39; 61
30; 70

80

Tm

nearest

neighbor

84,15
78,79

86,64

RInK
[cal/(°K
mol)]

33,404
33,404

33,404

AG
[Kcal/

310
92

505

[Kcal/

1715,2
526,3

2774,8

AHdos’w,

[Kcal/
mol]

1695
510

2705

AS
[eal/(°K
mol)]

4487,4
1367,4

7237,9

Asdos'w,
[cal/(°K
mol)]
4765
1410

7450



4.4. Wplyw dlugosci regionu niekodujacego 5> mRNA p53 na proces inicjacji translacji

W dostepnej literaturze sugeruje si¢ wystepowanie zaleznosci pomiedzy dhugoscia
regionu niekodujgcego 5° mRNA a efektywnoscig translacji. Zaktadano, ze im dluzszy 5’UTR
MRNA, tym mniej wydajnie przebiega proces translacji [Vassilenko et al. 2011, Gorska et al.
2013, Zydowicz-Machtel et al. 2018]. Postanowitam sprawdzi¢, czy proponowane zatozenie
ma swoje odzwierciedlenie w przypadku mysiego mRNA i biatka p53. W tym celu
przeprowadzono translacje w warunkach in vitro wykorzystujac mRNA zawierajacy
odpowiednio 122- (MRNA(-122)) lub 247-nukleotydowy 5S’UTR (mRNA(-247)) (rys. 38A).
Zauwazono, ze ilo§¢ biatka pelnej dlugosci powstajacego z mRNA(-247) zostala
zredukowana do poziomu 60% w stosunku do biatka pelnej dlugosci syntezowanego
z mMRNA(-122). Nie odnotowano natomiast istotnej réznicy w ilo$ciach izoformy skroconej
z konca aminowego, A41p53: obserwowana ilo$¢ biatka jest taka sama w obu przypadkach,
niezaleznie od dhugosci regionu niekodujacego 5° mRNA. Stanowi ona ok. 20% biatka pelne;j
dhugosci powstajacego z mRNA(-122). W doswiadczeniu jako kontrole zastosowano ludzkie
mRNA p53, ulegajace transkrypcji od miejsca promotorowego P1. Podejscie to pozwolito
potwierdzi¢, ze obserwowane na autoradiogramie produkty biatkowe mysie s3
odpowiednikami ludzkich biatek p53 pelnej dlugosci 1 izoformy A40p53. Na podstawie
wynikow przeprowadzonego eksperymentu mozna wnioskowac, ze przedstawiona powyzej
regula traktujaca o wplywie dlugosci 5’UTR mRNA na proces translacji ma swoje
zastosowanie rowniez w przypadku mysiego mRNA p53. Ponadto, zauwazono, ze dla
MRNA(-122) biatka p53 i A41p53 sg syntezowane w stosunku 5:1 (rys. 38A), czyli takim
samym, jaki zostal okreslony dla odpowiednich izoform ludzkich [Btaszczyk & Ciesiotka,
2011; Gorska et al., 2013]. Na tej podstawie mozna wnioskowac, ze synteza izoform mysich

1 ludzkich zachodzi z podobna wydajnoscia.

W nastepnym etapie badan sprawdzono w jaki sposéb dtugos¢ regionu niekodujacego
5> mRNA p53 myszy wplywa na proces inicjacji translacji. Inicjacja translacji moze
zachodzi¢ w sposob zalezny lub niezalezny od struktury kapu, zlokalizowanej na koncu 5’
mRNA. Powszechnie akceptowanym modelem inicjacji translacji zaleznej od struktury kapu
jest tzw. model skaningowy [Kozak, 1999]. W modelu tym zaktada si¢, ze czynnik

inicjacyjny elF4E (eukariotyczny czynnik inicjujacy translacje 4E, ang. eukaryotic translation
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initiation factor 4E) przylacza si¢ do konca 5° mRNA. Nastepnie, powstaje kompleks
preinicjacyjny PIC (ang. preinitiation complex), zawierajacy czynniki inicjacji translacji, mata
podjednostke rybosomalng 40S oraz metioninowy tRNA. PIC skanuje region niekodujacy 5°,
az do momentu odnalezienia pierwszego kodonu AUG znajdujacego si¢ w optymalnym
kontekscie nukleotydowym, tzw. kontekscie ‘Kozak’, po czym do matej podjednostki 40S
przylacza si¢ duza podjednostka rybosomalna 60S, tworzac tym samym rybosom 80S,
a nastegpnie rozpoczyna si¢ synteza biatka [Kozak, 1999, Sonenberg & Hinnebusch, 2009,
Komar & Hatzoglou, 2011].

Inicjacja translacji niezalezna od struktury kapu zachodzi, gdy kap-zalezna inicjacja
translacji jest utrudniona, np. w warunkach stresu komorkowego, a jej przykladem jest
inicjacja translacji zalezna od elementéw IRES (ang. internal ribosomal entry site) [Komar &
Hatzoglou, 2011]. Elementy IRES s3 to miejsca w regionie niekodujacym 5°, ktorych
struktura umozliwia bezposrednie oddziatywanie z rybosomem, pomijajac etap skanowania
5’UTR mRNA [Komar & Hatzoglou, 2011]. Taki mechanizm inicjacji translacji jest rowniez
postulowany dla ludzkiegop MRNA p53 [Ray et al., 2006, Yang et al., 2006, Btaszczyk &
Ciesiotka, 2011].

Aby sprawdzi¢, ktory z modeli inicjacji translacji ma swoje zastosowanie w przypadku
mysiego mRNA p53, przeprowadzono translacj¢ mRNA(-122) oraz mRNA(-247)
w warunkach in vitro, w obecnoéci wzrastajacego stezenia analogu kapu m’G(5)ppp(5°)G.
Analog ten wigze si¢ z czynnikiem inicjujacym translacje eIF4E, blokujac tym samym jego
oddziatywanie z kapem obecnym na koncu 5> mRNA, w efekcie czego dochodzi do inhibicji
translacji zaleznej od kapu [Sonenberg, 2008]. Ilo$¢ uzyskanych produktow biatkowych,
ktorych synteza rozpoczynata si¢ od kodonéw AUGI 1 AUG2, zostata okreslona w stosunku
do préby, do ktorej nie zostat dodany wolny analog kapu, a otrzymane wyniki okreslono

mianem efektywnosci translacji (rys. 38 B, C).

W przypadku eksperymentu przeprowadzanego dla mRNA zawierajgcego 122-
nukleotydowy region niekodujacy 5” (rys. 38B) obserwowana jest silna inhibicja translacji:
przy 250 uM stezeniu analogu kapu poziom powstajacego biatka zostat zredukowany do 40%
dla izoformy syntezowanej z AUGI1 oraz do 50% dla izoformy powstajacej z AUG2,
natomiast przy najwyzszym zastosowanym stezeniu analogu kapu (750 uM) zauwazalny jest

spadek ilosci biatka do ok. 20% 1 30% dla izoform syntezowanych odpowiednio z AUGI
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1 AUG2 w stosunku do wyjsciowej ilosci biatka. Na podstawie otrzymanych danych mozna

wnioskowac, ze inicjacja translacji obu izoform biatka p53 z mRNA(-122) jest procesem

zaleznym od struktury kapu na koncu 5° mRNA.
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Rys. 38. Translacia mRNA zawierajacego 122- i 247-nukleotydowy region niekodujacy 5’
w warunkach in vitro. (A) mRNA(-122) i mRNA(-247) zawierajace struktur¢ kapu na koncu 5’
zostaty poddane translacji w warunkach in vitro w obecnos$ci znakowanej izotopowo *S-metioniny.
Ludzkie mRNA p53 stanowito kontrole reakcji translacji. Intensywnos$¢ prazkow zmierzono
wykorzystujac programu MultiGauge (Fuji), wzgledne ilosci biatka przedstawiono w nawiasach. Na
kolejnych panelach B i C przedstawiono wpltyw zwigkszajacego si¢ stezenia analogu kapu na
efektywnos¢ translacji mRNA(-122) i mMRNA(-247) z kodonow AUG1 i AUG2.
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Analogiczny  eksperyment przeprowadzono wykorzystujagc najdtuzszy
zidentyfikowany mRNA p53, zawierajacy 247-nukleotydowy 5’UTR (rys. 38C). W tym
przypadku uzyskano catkowicie odmienne wyniki: juz przy niskich stg¢zeniach wolnego
analogu kapu obserwowana jest silna stymulacja syntezy obu izoform biatka p53.
Najwyzszy przyrost ilosci bialtka widoczny byt przy 25uM stezeniu analogu kapu,
w ktorym efektywno$¢ translacji biatka syntezowanego od kodonu AUG1 wynosita ok. 155%,
a biatka powstajacego od kodonu AUG2 185% w stosunku do reakcji kontrolnej.
Nastepnie, w miar¢ wzrostu st¢zenia analogu, ilosci syntezowanych biatek zaczely
systematycznie spada¢, wynosity one odpowiednio 95% 1 ok. 135% przy stezeniu analogu
réwnym 250 pM i spadly az do poziomu ok. 20% i ok. 50% odpowiednio dla biatek
syntezowanych od AUGI1 oraz AUG2 przy 750 puM stgzeniu analogu kapu. Przebieg
krzywych uzyskanych na wykresie dla biatek syntezowanych od AUGI i AUG2 (rys. 38C)
jest charakterystyczny dla kap-niezaleznej inicjacji translacji [Btaszczyk & Ciesiotka, 2011,
Gorska et al., 2013]. Na podstawie otrzymanych wynikoéw mozna sugerowac, ze w przypadku
translacji z mMRNA(-247) mamy do czynienia z procesem inicjacji translacji niezaleznym od
struktury kapu na koncu 5> mRNA. Mozna przypuszczaé, ze element odpowiedzialny za
translacj¢ niezalezng od struktury kapu w mRNA mysim znajduje si¢ pomigdzy nukleotydami
-247 a -123. Mozliwe jest, ze p53 syntezowane z mRNA(-247) powstaje w procesie IRES-
zaleznej translacji, szczegolnie, ze wystgpowanie elementéw IRES w mysim mRNA
sugerowano juz W 2013 roku [Kim et al. 2013]. Autorzy publikacji do badan wykorzystali
mRNA zawierajacy 157-nukleotydowy 5’UTR [Kim et al. 2013], ktéry wedlug numeracji
stosowanej w niniejszej pracy odpowiada transkryptowi z regionem niekodujagcym 5’
o dhugosci 166 nt (RNA(-166)). Opisywany mRNA nie odpowiada zadnemu z transkryptow
zidentyfikowanych w eksperymencie 5’RACE. Nie mniej jednak mozliwe jest, ze 157-

nukleotydowy region niekodujacy zawiera element IRES obecny rowniez w mRNA(-247).

Aby potwierdzi¢ opisywane powyze] przypuszczenia, wykonano eksperyment
inhibicji translacji w obecnosci analogu kapu wykorzystujac RNA zawierajacy 166-
nukleotydowy region niekodujacy 5” (rys. 39). Eksperyment przeprowadzono w warunkach
analogicznych do zastosowanych w reakcjach prowadzonych dla mRNA(-247) i mRNA
(-122). Analizujac wyniki uzyskane podczas translacji in vitro w obecnosci wzrastajacego

stezenia analogu kapu z wykorzystaniem mRNA(-166) zauwazono, ze juz przy 100 uM
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stezeniu analogu kapu dochodzi do znacznego zahamowania syntezy biatka, zarowno
z kodonéw AUGTI jak i AUG2, do poziomu odpowiednio ok. 65% i 75%, w poroéwnaniu do
reakcji kontrolnej. Przy zastosowanych wyzszych stezeniach m’G(5”)ppp(5°)G obserwuje sic
systematyczny spadek ilosci biatka, do ok. 55% przy zastosowanym stezeniu 250 uM, az do
ok. 40% przy najwyzszym zastosowanym stezeniu analogu 750 uM. Ponadto, nie
zaobserwowano znacznie zwigkszonej syntezy bialka przy niskich stezeniach
m’G(5")ppp(5°)G, tak jak to miato miejsce w przypadku mRNA(-247), a ilo$¢ biatka
syntezowanego w tych warunkach pozostaje podobna przy poczatkowych stezeniach, az do

zastosowanego 50 uM stezenia analogu.

Porownujac rezultaty uzyskane na podstawie doswiadczenia przeprowadzonego dla
MRNA(-166) z wynikami translacji mRNA(-122) i mRNA(-247) mozna zauwazy¢, ze
przebieg krzywych uzyskanych dla biatek syntezowanych z kodonow AUGI 1 AUG2 na
matrycy mRNA(-166) w obecno$ci wzrastajgcego stezenia analogu kapu jest zblizony do
wzoru obserwowanego dla mRNA(-122): w miare wzrostu stezenia m’G(5’)ppp(5°)G
obserwowany jest systematyczny spadek ilo$ci syntezowanego biatka. Na tej podstawie
mozna sugerowac, ze dochodzi do zahamowania translacji kap-zaleznej, w wyniku
przytaczania czynnika inicjacyjnego elF4E do analogu kapu zamiast do struktury kapu
zlokalizowanej na koncu 5 mRNA. Zmniejszajaca si¢ 1lo§¢ powstajacego biatka swiadczy
0 braku aktywacji IRES-zaleznej translacji. Na podstawie wynikéw uzyskanych podczas
eksperymentu translacji dla mRNA(-166) mozna sugerowaé, ze proces ten przebiega
w sposob zalezny od struktury kapu. W zwigzku z powyzszym mozna przypuszczal, ze
element odpowiedzialny za kap-niczalezng translacje biatek powstajagcych na matrycy

MRNA(-247) znajduje si¢ powyzej nukleotydu -167 w kierunku 5°.
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Rys. 39. Wptyw zwigkszajacego si¢ stezenia analogu kapu na efektywnos$¢ translacji in vitro mRNA
zawierajacego 166-nukleotydowy region niekodujacy 5°.

Nalezy zwro6ci¢ uwage na fakt, ze prezentowane powyzej wyniki eksperymentu
inhibicji syntezy p53 na matrycy mRNA(-166) sa niezgodne z rezultatami opublikowanymi
w 2013 roku przez Kim i wsp. [Kim et al. 2013]. Autorzy tego doniesienia sugerujg
wystepowanie IRES-zaleznej translacji mRNA p53, a mRNA wykorzystywany w powyzszej
pracy zawierat region niekodujacy 5’ o dlugosci 157 nukleotydow (odpowiadajacy regionowi
5’UTR o dilugosci 166 nukleotydoéw, stosowanym w moich badaniach). Przypuszczalnie,
zaobserwowana rozbiezno$¢ W wynikach moze by¢ spowodowana dwoma czynnikami:
dhugoscig analizowanej sekwencji mRNA i/lub systemem translacji zastosowanym w trakcie
badan. W niniejszej pracy eksperyment translacji wykonywano w warunkach in Vvitro,
w systemie bezkomorkowym, a matryce stanowil mRNA petnej dlugosci, tzn. zawierajacy
166-nukleotydowy 5’UTR oraz pelng sekwencje kodujaca biatko p53. Natomiast do analizy
aktywnosci elementu IRES w pracy z 2013 roku wykorzystywano system podwojnego
reportera, oparty o dwa biatka reporterowe: lucyferaze Renilla (Rluc) oraz lucyferaze Firefly
(Fluc), ktory stosuje si¢ w systemie komorkowym, a wykorzystywany w doswiadczeniach
fragment mRNA mysiego p53 obejmowat jedynie region niekodujacy 5°. Réznice w dlugosci
stosowanej sekwencji mRNA moga odgrywac istotng rolg w funkcjonowaniu elementu IRES
poprzez wpltyw na prawidlowe zwinigcie mRNA: w niniejszej pracy wykazatam
oddziatywanie regionu niekodujacego 5° z sekwencja kodujaca, co potencjalnie moze

blokowa¢ aktywnos¢ IRES. Taka blokada moze nie zachodzi¢ w przypadku, gdy brany jest
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pod uwage jedynie 5’UTR, gdyz zwini¢cie tego regionu zachodzi w inny sposob. Do
obserwowanych rozbiezno$ci moze si¢ rowniez przyczynia¢ zastosowany system translacji,
poniewaz mogag powstawac réznice W wynikach otrzymanych w warunkach in vitro oraz in
cellulo, spowodowane np. obecno$cig dodatkowych czynnikéw biatkowych w systemach

komorkowych.
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4.5. Analiza porownawcza wzglednych ilosci bialka i mRNA p53 w komérce

w warunkach normalnych i stresowych

W dostepnej literaturze udokumentowano wzrost ilosci biatka p53 w odpowiedzi
na stres komorkowy [Candeias et al. 2006, Mlynarczyk & Fahraeus, 2014, Khan et al. 2015].
W przypadku myszy takg reakcje zanotowano w odpowiedzi na stres wywotany §wiattem UV
[Maltzman & Czyzyk, 1984], stres genotoksyczny wywotany etopozydem oraz stres
oksydacyjny spowodowany nitroprusydkiem sodu (SNP, ang. sodium nitroprusside)
[Kim et al. 2013]. Postanowiono sprawdzi¢, jaki wptyw na ekspresje genu Trp53 moze miec
stres siateczki $rodplazmatycznej oraz stres genotoksyczny wywotany innym czynnikiem
niz etopozyd. W tym celu do badan wykorzystano nastepujace czynniki stresowe:
tunikamycyng, tapsigarging oraz doksorubicyn¢. Tunikamycyna powoduje zahamowanie
N-glikozylacji bialek, co prowadzi do nieprawidlowego ich faldowania [Bassik
& Kampmann, 2011]. Tapsigargina jest inhibitorem endo/sarkoplazmatycznej Ca?*-ATPazy
(SERCA, ang. inhibitor of the sarcoplasmic/endoplasmic reticulum Ca2+-ATPase)
i powoduje obnizenie stezenia jonow wapnia w retikulum endoplazmatycznym [Oslowski
& Urano, 2011]. Dziatanie tunikamycyny i tapsigarginy prowadzi do wywotania odpowiedzi
na niezwinigte biatka (UPR, ang. unfolded protein response) i powstawania stresu siateczki
srddplazmatycznej. Doksorubicyna jest cytostatykiem, ktory moze interkalowaé
w dwuniciowg struktur¢ DNA, hamowac topoizomerazg II, sieciowaé¢ DNA (ang. cross-link
DNA) oraz wytwarza¢ reaktywne formy tlenu (ROS, ang. reactive oxygen species) [Liipertz et

al. 2010], wywotujac tym samym stres genotoksyczny.

Postanowiono przeprowadzi¢ eksperyment, w ktorym fibroblasty mysie z linii
komorkowe; NIH3T3 inkubowano przez 16 godzin z medium zawierajacym jeden
z opisanych powyzej czynnikéw stresowych w nastgpujacych stezeniach: 1,2 puM
tunikamycyng, 0,1 uM tapsigarging oraz 0,1 pM doksorubicyna. Nastgpnie, wykorzystujac
metody Western blot oraz cytometrie przeptywowa, sprawdzono, jak zmienilta si¢ ilo$¢ biatka
p53 pod wpltywem poszczegdlnych czynnikow stresowych. Stosujac te dwie niezalezne
metody uzyskano bardzo zblizone wyniki. Zauwazono, ze wywolanie stresu siateczki
srddplazmatycznej skutkuje nieznacznym obnizeniem poziomu biatka p53, a stres
genotoksyczny prowadzi do wzrostu poziomu biatka. Nie mniej jednak odnotowano, ze tylko

potraktowanie komorek doksorubicyng powoduje istotny statystycznie przyrost biatka p53
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(rys. 40 A, B). Obserwowane zmiany wystepujg jedynie na poziomie translacji.
W przeciwienstwie do zmieniajacego si¢ poziomu biatka, we wszystkich analizowanych
przypadkach poziom mRNA analizowany metoda RT-PCR pozostaje niezmienny (rys. 40 A,
dolny panel).
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Rys. 40. Synteza biatka p53 w warunkach stresu genotoksycznego oraz siateczki $§rodplazmatycznej
w linii komorkowej fibroblastow mysich NIH3T3. Komorki traktowano przez 16 godzin
nastgpujacymi czynnikami: 0,1 pM doksorubicyna, 1,2 pM tunikamycyng, 0,1 uM tapsigarging lub
odpowiednig objegtoscia DMSO, a nastepnie zebrano. Endogenny poziom biatka p53 oznaczono
stosujac techniki Western blot (A) oraz cytometri¢ przeptywowa (B), wykorzystujac przeciwciato
1C12. GAPDH wykorzystano jako kontrole ilosci biatka. Poziom mRNA analizowano poprzez RT-
PCR, wykorzystujac catkowity RNA izolowany z komérek NIH3T3 traktowanych analogicznie do
prob wykorzystywanych w metodach Western blot i cytometrii przeptywowej. Jako kontrole ilosci
matrycy wykorzystano B-aktyne.

Uzyskane wyniki wskazuja, ze regulacja aktywnosci p53 w odpowiedzi na stres
zachodzi na poziomie translacji, co jest zgodne z wczesniejszymi obserwacjami [Kim et al.
2013]. Niestety, wykorzystanie przeciwciala 1C12 pozwala na wizualizacj¢ jedynie biatka
p53 pelnej dlugosci, w zwiazku z czym niemozliwe bylo wykrycie izofomy A41p53
oraz poroOwnanie, jak zmienia si¢ jej synteza pod wplywem zastosowanych warunkéw

stresowych w komorkach mysich.

W przypadku ludzkiego p53 w jednej z prac postulowano przyrost ilosci p53

w odpowiedzi na opisane powyzej warunki stresowe w sposob charakterystyczny dla danej
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linii komoérkowej [Candeias et al. 2006]. W badaniach wykorzystano dwie linie komorkowe
raka piersi (BT474 i BT549) oraz komorki ludzkiego migsaka (MLS-1765). Co ciekawe,
obserwowane zmiany poziomu biatka p53 pelnej dlugosci indukowane pod wplywem stresu
nie byly zalezne od schorzenia: odnotowano wzrost biatka w liniach komoérkowych MLS-
1765 1 BT459 w wyniku dziatania wszystkich wywotanych stresow komodrkowych,
natomiast w przypadku komorek linii BT474 tylko doksorubicyna spowodowata wzmozong
synteze biatka p53 [Candeias et al. 2006]. Analogiczny eksperyment przeprowadzono
rowniez dla linii komoérkowych raka jelita HCT116 oraz raka ptuc A549 wykorzystujac
tapsigarging 1 doksorubicyng. W tym przypadku autorzy odnotowali obnizenie poziomu
biatka p53 pelnej dtugosci [Mlynarczyk & Fahraeus, 2014]. Co ciekawe, autorzy nie postuluja
indukcji syntezy p53 w odpowiedzi na stres komoérkowy w sposob zalezny od linii
komoérkowej. Porownujac wyniki uzyskane dla obu organizméw mozna stwierdzié, ze synteza
p53 pod wplywem zastosowanych czynnikéw stresowych u myszy, u cztowieka przebiega
analogicznie w liniach komorkowych HCT116 1 A549, cho¢ sa to linie pochodzace z r6znych
tkanek. Nalezy zwr6ci¢ rowniez uwage na fakt, ze linia komoérkowa NIH3T3 nie nalezy
do rakowych linii komoérkowych, w przeciwienstwie do linii ludzkich, w ktoérych analizowano
zmiany poziomu biatka p53. W innej publikacji w 2017 roku pordwnywano zmiany poziomu
biatka p53 w mysich liniach komoérkowych: fibroblastow NIH3T3 oraz czerniaka B16F10,
traktowanych czynnikiem genotoksycznym, etopozydem [Seo et al. 2017]. Obserwowany
efekt indukcji syntezy biatka p53 byt taki sam w obu przypadkach, zarowno w linii
nowotworowej, jak i nienowotworowej, co pozwala sadzi¢, ze taki sam efekt bedzie
obserwowany w obu liniach w odpowiedzi na pozostate czynniki stresowe. Wiekszos¢
dotychczasowych badan nad ludzkim p53 prowadzona jest z wykorzystaniem
nowotworowych linii komodrkowych. Utrudnia to znacznie poréwnanie obserwowanych

efektow do efektow obserwowanych dla nierakowej linii komorkowe;.
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4.6. Okreslenie miejsca inicjacji translacji bialka pS3 u myszy

W mRNA p53 myszy w obrebie otwartej ramki odczytu, w odleglo$ci szesciu
nukleotydow, znajduja si¢ dwa potencjalne kodony inicjacyjne AUG, lecz tylko jeden z nich,
znajdujacy si¢ ponizej w kierunku 3’ w sekwencji mRNA, zlokalizowany jest konteks$cie
zblizonym do tzw. ,optymalnego kontekstu Kozak”. Jest to optymalna sekwencja
nukleotydowa otaczajaca kodon inicjacyjny, wplywajaca istotnie na efektywnos$¢ syntezy
biatka. U ssakow jest to «cigg reszt nukleotydowych GCC(A/G)CCAUGG,
przy czym najistotniejszymi jego elementami sg reszta purynowa w pozycji -3
oraz guanozynowa w pozycji +4 [Kozak, 1999]. Oba te elementy sg zachowane w otoczeniu

drugiego potencjalnego kodonu inicjacyjnego AUG (rys. 41).

5 AGACTGGATGACTGCCATGGAGGAGTC3’

Rys. 41. Fragment sekwencji mysiego mRNA p53. Potencjalne kodony inicjacyjne podkreslono,
a reszty nukleotydowe -3 oraz +4, szczegolnie istotne w obrebie sekwencji ‘Kozak’, zaznaczono na
dole sekwencji dla obydwu potencjalnych kodondéw inicjacyjnych AUG.

Problem obecno$ci dwoch potencjalnych kodonow inicjacyjnych zostat zauwazony
juz w 1985 roku [Harlow et al. 1985, Zakut-Houri et al. 1985]. Dotychczas nie uzyskano
jednak odpowiedzi na pytanie, ktory z nich jest wiasciwym kodonem start. Efektem tego sa
rozbiezno$ci dotyczace poczatkowe] sekwencji aminokwasowej mysiego biatka p53,
wystepujace w literaturze 1 w bazach danych, a dtugo$¢ catego biatka wedtug réznych zrodet
waha si¢ pomiedzy 390 a 387 aminokwasow [Harlow et al. 1985, Zakut-Houri et al. 1985,
Bienz et al. 1984, Bourdon et al. 2005 (materiaty dodatkowe), UniProtKB, nr: P02340].
Okreslenie liczby aminokwaséw w biatku p53 petnej dlugos$ci ma réwniez istotny wptyw
na nazewnictwo jego izoform skroconych z konca aminowego. Obecnie stosowana
nomenklatura odnosi si¢ do bialka zawierajacego 390 aminokwasow. W zwigzku
z powyzszym podjeto probe okreslenia, ktory z kodonow AUG jest wlasciwym kodonem
inicjacyjnym. W tym celu przeprowadzono mutagenez¢ ukierunkowang, w wyniku ktorej
otrzymano modelowe mMRNA(-122) oraz mRNA(-247) z zamienionym odpowiednio
pierwszym lub drugim kodonem inicjacyjnym AUG na kodon CUG, kodujacy waling.
Modelowe mRNA oraz mRNA bez wprowadzanych zmian poddano reakcji translacji in vitro
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w lizacie z kroliczych retikulocytow (RRL, ang. rabbit reticulocyte lysate) w obecnosci
znakowanej L-[S®] metioniny. Wyniki eksperymentu w postaci autoradiogramu

przedstawiono na rysunku 42.

247 122

Rys. 42. Wplyw zmiany dwoch potencjalnych kodonéw inicjacyjnych AUG na kodony CUG na
proces translacji biatka p53 w warunkach in vitro. Potencjalne kodony inicjacyjne podkreslono,
a zmieniony nukleotyd zaznaczono kolorem szarym.

Zaobserwowano, ze zadna z wprowadzonych mutacji nie spowodowata catkowitego
zablokowania syntezy biatka p53. Nie mniej jednak, zarowno dla mRNA(-122),
jak i mMRNA(-247), wprowadzenie mutacji w obrebie drugiego kodonu AUG skutkowato
zmniejszeniem ilosci syntetyzowanego biatka w stosunku do biatka uzyskanego z mRNA
ze zmutowanym pierwszym potencjalnym kodonem inicjacyjnym. Nalezy uwzglednic,
ze kodon CUG nalezy do grupy alternatywnych kodonéw inicjacyjnych [Kearse & Wilusz,
2017]. W zwiazku z faktem, ze od kodonu CUG rowniez mozliwa jest inicjacja syntezy
biatka, trudno jest oceni¢ wptyw wprowadzonej zmiany nukleotydéw na ilo$¢ otrzymanych

produktow biatkowych. W konsekwencji, nie zdecydowano si¢ na okreslenie ich relatywne;j ilosci.

Postanowiono zatem przeprowadzi¢ analogiczne do$wiadczenie, wykorzystujac
modelowe warianty mRNA(-122), w ktorych odpowiednie potencjalne kodony inicjacyjne
AUG zmieniono na kodony GCG, kodujace alaning. Wykazano wcze$niej, ze zamiana
kodonu AUG na kodon GCG skutecznie blokuje syntezg biatka [Blaszczyk, Ciesiotka, 2011].

Co ciekawe, w przeprowadzonym eksperymencie produkty biatkowe zostaty zaobserwowane
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we wszystkich trzech przypadkach (rys. 43), sugerujgc tym samym, ze proces syntezy biatka

moze rozpoczynac si¢ zardéwno od pierwszego, jak i od kolejnego kodonu AUG.
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Rys. 43. Wplyw zmiany dwoch potencjalnych kodonow inicjacyjnych AUG na kodony GCG na
proces translacji w warunkach in vitro (A) oraz w transfekowanej linii komérkowej (B). Potencjalne
kodony inicjacyjne podkreslono, a zmienione reszty nukleotydowe zaznaczono kolorem szarym. (A)
Translacje in vitro przeprowadzono w RRL, a relatywne ilosci syntezowanych bialek podano
w nawiasach. (B) Transfekcje mRNA do linii komorkowej MB352 przeprowadzono wykorzystujac
dwa rozne stezenia lipofektaminy. GAPDH wykorzystano jako kontrole ilo$ci biatka.

Zaobserwowano, ze wprowadzenie mutacji w obrebie kodonu AUG spowodowato
jedynie zahamowanie syntezy bialka p53 o odpowiednio 20% w przypadku zmiany
pierwszego potencjalnego kodonu inicjacyjnego (poziom obserwowanego biatka wynosi 80%
w stosunku do poziomu wyj$ciowego, czyli biatka pelnej dlugosci, otrzymanego w wyniku
translacji mMRNA bez mutacji) oraz 0 40% w przypadku zmiany drugiego potencjalnego
kodonu inicjacyjnego. Wprowadzone zmiany kodondéw inicjacyjnych nie wptyngly na
efektywnos¢ syntezy izoformy skroconej z konca aminowego A41p53. We wszystkich trzech
przypadkach poziom biatka nie zmienit si¢, czyli stanowi ok. 10% w stosunku do poziomu
biatka petlnej dlugosci, otrzymanego w wyniku translacji mRNA bez mutacji. Otrzymane
wyniki wskazuja, ze inicjacja translacji moze rozpoczynac si¢ od obu potencjalnych kodonéw
inicjacyjnych, lecz to drugi z nich, zlokalizowany w obrebie optymalnego kontekstu Kozak,
jest wiodacym kodonem start, gdyz wprowadzona w tym miejscu zmiana reszt

nukleotydowych spowodowata silniejsze zahamowanie syntezy biatka p53. Hipoteze t¢
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wspiera rowniez fakt, ze to wlasnie drugi z potencjalnych kodondw inicjacyjnych jest
zachowany w procesie ewolucji, w przeciwienstwie do pierwszego kodonu AUG.
W  poréwnaniu sekwencji mysiego mRNA p53 z homologicznymi sekwencjami
pochodzacymi z innych gatunkow ssakow, reszty nukleotydowe pierwszego kodonu AUG sg

oddzielone 20-nukleotydowg delecja (rys. 17).

Nastepnie postanowiono sprawdzi¢, jak wprowadzone mutacje wptywaja na translacje
w warunkach in cellulo. W tym celu mRNA ze zmienionymi kodonami start oraz kontrolny
mRNA bez mutacji wprowadzono do komorek MB352, czyli linii komoérkowej mysich
fibroblastow pozbawionych endogennego p53 (rys. 43B). Eksperyment przeprowadzono
stosujac dwa rézne stgzenia odczynnika do transfekcji. We wszystkich trzech przypadkach,
niezaleznie od wprowadzonych mutacji, zaobserwowano produkty translacji. Kontrolg
eksperymentu stanowity komorki nietransfekowane mRNA, lecz traktowane w identyczny
sposob jak pozostale komorki. W $ciezkach kontrolnych obecnos$¢ biatka p53 nie zostala
wykryta. Na tej podstawie mozna podtrzymywac hipoteze, ze inicjacja translacji moze

zachodzi¢ z obu kodonow inicjacyjnych réwniez w warunkach komérkowych.
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4.7. Zachowawczos$¢ elementow strukturalnych w regionie terminalnym 5> mRNA p53

oraz identyfikacja in silico bialek z nim oddziatlujacych

W kolejnej czgéci pracy podjelam probe wyodrgbnienia istotnych elementéw
strukturalnych zaproponowanych w strukturach drugorzgdowych regionéw terminalnych 5’
MRNA(-122) oraz mRNA(-247), poprzez okre$lenie zachowawczo$ci ewolucyjnej
poszczegbdlnych nukleotydow. Przypuszcza si¢, ze zachowawczo$¢ regionow moze miec
istotne znaczenie dla funkcjonowania mRNA, np. poprzez oddziatywanie z biatkami. Aby
okresli¢ stopien zachowawczo$ci poszezegdlnych elementdw strukturalnych, modele struktur
drugorzedowych regionéw terminalnych mRNA(-122) i mMRNA(-247) poroéwnatam
z zachowawczoscig sekwencji nukleotydowej w obrebie analizowanego regionu (rys. 44).
Czasteczka mRNA(-166) zostata wykluczona z analizy, poniewaz w prowadzonych przeze

mnie badaniach nie wykazano jej wystgpowania w komorce.

Pierwszym regionem wykazujacym wysoka zachowawczo$¢ jest odcinek C40:C80,
ktéry w zaproponowanych modelach moze przyjmowaé posta¢ spinki do wloséw lub,
alternatywnie, dwéch mniejszych spinek. Wykazano, ze spinka homologiczna do spinki
A47:U81, wystepujaca w mRNA ludzkim, moze oddziatywa¢ z biatkiem HDM?2 [Candeias et
al. 2008] oraz biatkiem PTB (ang. polypyrimidine tract-binding protein) [Khan et al. 2013].
Gtowng funkcja biatka PTB jest wptyw na proces splicingu, lecz biatko to moze rdwniez bra¢
udzial w procesie poliadenylacji, inicjacji translacji oraz w stabilizacji mRNA [Sawicka et al.
2008]. Ponadto wykazano, ze w odpowiedzi na stres komorkowy, wywotany dziataniem
cytostatykow, do opisywanej spinki zlokalizowanej w mRNA ludzkim moze si¢ wigzac
réwniez biatko hnRNP C1/C2 (ang. heterogeneous nuclear ribonucleoprotein C1/C2),
stanowigce stabilny heterotetramer zlozony z dwodch izoform hnRNP C: hnRNP C1 oraz
hnRNP C2, dtuzszej o trzynascie reszt aminokwasowych [Christian et al. 2008]. W komorce
hnRNP C1/C2 pehi istotne funkcje w wielu procesach komorkowych: IRES-zaleznej
translacji biatek zaangazowanych w podzial komorkowy 1 apoptoze, splicingu oraz
w stabilizacji mMRNA [Christian et al. 2008]. Spinka ta zawiera rowniez miejsca wigzania
bialek SPFQ (ang. PTB associated Splicing Factor) oraz anneksyny A2, regulujacych poziom
biatka p53 oraz jego krotszej izoformy A40p53 w warunkach stresowych [Sharathchandra et
al. 2012].
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Kolejnymi regionami, ktore cechujg si¢ wysoka zachowawczo$cig jest odcinek
obejmujacy nukleotydy od 1 do 8, zawierajacy kodon inicjacyjny AUGI oraz odcinek
A(-97):U(-87). Zarowno w modelu regionu terminalnego 5° mRNA(-122), jak i mRNA
(-247), pierwszy odcinek znajduje si¢ w podstawie spinki C(-51):G9, natomiast drugi
w obregbie petli apikalnej spinki C(-106):G(-78) mRNA(-122) i spinki C(-101):G(-83)
MRNA(-247).
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Rys. 44. Modele struktur drugorzedowych regionéow terminalnych 5° mRNA(-122) i mRNA(-247)
z zaznaczonym stopniem zachowawczo$ci poszczegdlnych nukleotydow. Stopien zachowawczos$ci
oznaczano na podstawie zestawienia sekwencji mRNA p53, pochodzacych z jedenastu rdéznych
gatunkow (rys. 17). Reszty nukleotydowe sg oznaczone kolorami, w zalezno$ci od stopnia ich
zachowawczos$ci (czerwony: 100%, zielony: 80%-99%, niebieski: 60%-79%).
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We fragmencie sekwencji nukleotydowej A(-97):U(-87) jedynie dwa nukleotydy nie
wykazuja silnej zachowawczosci. Oba wymienione regiony moga stanowi¢ miejsca

potencjalnych oddziatywan z biatkami.

Regionem, ktéry cechuje si¢ mniejsza zachowawczos$cig, lecz jest odpowiedzialny
za wigzanie bialek hnRNP Q oraz hnRNP L jest spinka G(-79):C(-55). Jej budowa jest bardzo
zblizona w mRNA(-122) i mMRNA(-247). Cho¢ w tych modelach dlugos¢ podstawy spinki
rozni si¢ o dwie pary nukleotydowe, jej 13-nukleotydowa petla apikalna pozostaje niezmienna
1 to wlasnie w tym regionie dochodzi do oddziatywania z wymienionymi powyzej czynnikami

dziatajacymi in trans [Kim et al. 2013, Seo et al. 2017].

Kolejne odcinki mRNA, ktorych prawie wszystkie reszty nukleotydowe wykazuja
stuprocentowg zachowawczo$¢, znajdujag si¢ w mRNA(-247), w regionach spinek

zlokalizowanych na koncu 5’ zaproponowanego modelu.

Pierwszy z nich, C(-215):C(-238), znajduje si¢ najblizej konca 5°. W jego sktad
wchodzg petla apikalna oraz jedna strona trzonu spinki A(-247):U(-224), a takze sgsiadujaca
sekwencja jednoniciowa. Zachowawcza sekwencja zlokalizowana w obrgbie spinki
A(-247):U(-224) sktada si¢ z ciggu reszt pirymidynowych, oddzielonych dwoma resztami
guanozyny i jedng resztag adenozyny. Tak wysoce zachowawcza sekwencja nukleotydowa
moze stanowi¢ miejsce oddziatywania z biatkami oddzialujagcymi z resztami

pirymidynowymi.

Drugi wysoce zachowawczy region C(-126):C(-199) stanowi wieksza czg¢$¢ spinki
C(-200):G(-102). Szczegodlnie interesujacy jest odcinek U(-178):A(-155), czyli gorna czes¢
spinki. Sktada si¢ ona z dwoch segmentéw zlozonych z czterech i pieciu par nukleotydowych,
oddzielonych jedno- i dwunukleotydowym wybrzuszeniem bocznym, a calo$¢ zakonczona
jest trojnukleotydowa petla apikalng. Homologiczng spinke zaproponowano w modelu
regionu terminalnego 5’ ludzkiego transkryptu PO [Gorska et al. 2013], stanowigca osobny
element strukturalny, niewchodzacy w sktad wiekszej domeny. Jedyna roznica strukturalna
wystepujaca pomiedzy zaproponowanymi spinkami to zwigkszenie o jedng reszte
nukleotydowa petli apikalnej, a tym samym brak jednonukleotydowego wybrzuszenia
bocznego w spince U51u:A72u w ludzkim transkrypcie PO (rys. 45). Podobnie jak we

wczesniejszych przypadkach, wysokie podobienstwo pomiedzy transkryptami mysim
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1 ludzkim moze §wiadczy¢ o ich istotnej roli funkcjonalnej podczas oddzialywania mRNA

z czynnikami dziatajgcymi in trans.

W nastgpnym etapie badan przeprowadzitam analize in silico, majaca na celu
identyfikacj¢ biatek potencjalnie oddziatujacych z mRNA p53 oraz okreslenie
prawdopodobnych  miejsc ich oddzialywania. Powinno to pomdc stwierdzic,
czy zachowawczo$¢ sekwencji nukleotydowej moze korelowa¢ z miejscami oddziatywania
biatko-mRNA. W celu identyfikacji bialek potencjalnie oddzialujacych z regionem
terminalnym 5° mRNA(-247) p53 wykorzystano program RBPmap [Paz et al. 2014].
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Rys. 45. Model struktury drugorzgdowej regionu terminalnego 5’ ludzkiego transkryptu PO
z zaznaczonym stopniem zachowawczo$ci poszczegdlnych nukleotydow. Stopien zachowawczos$ci
oznaczano na podstawie zestawienia sekwencji mRNA p53, pochodzacych z jedenastu réznych
gatunkow (rys. 17). Reszty nukleotydowe sa oznaczone kolorami, w zalezno$ci od stopnia ich
zachowawczos$ci (czerwony: 100%, zielony: 80%-99%, niebieski: 60%-79%).

Do badania wykorzystano sekwencje nukleotydowa regionu terminalnego 5’

MRNA(-247), dla ktoérego na wczesniejszym etapie badan zaproponowano model struktury
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drugorzedowe;.

Sekwencja ta

obejmuje

247-nukleotydowy

region

niekodujacy.

W  wyniku przeprowadzonej analizy zaproponowano 24 biatka mogace oddzialywac

z badanym fragmentem mRNA. Dla czg¢éci bialek zaproponowano wigcej niz jedno miejsce

oddziatywania biatko-RNA. Zestawienie bialek zaprezentowano w tabeli 7. Oprocz nazwy

biatka, sekwencji nukleotydowej potencjalnie oddziatujacej z biatkiem oraz jej lokalizacji

zaprezentowano rowniez podstawowe funkcje poszczegdlnych biatek. Biatka przedstawiono

w Kolejnosci alfabetycznej. Ze wzgledu na rozng lokalizacje miejsc wigzania bialek,

zrezygnowano z ich przedstawienia na strukturze drugorzedowej. Nie odnotowano takze

korelacji pomi¢dzy zachowawczos$cig sekwencji a potencjalnym miejscem wigzania biatek.

Tabela 7. Identyfikacja biatek potencjalnie oddziatujacych z regionem terminalnym 5° mRNA(-247).
W nawiasach pod nazwa biatka podano ich alternatywne nazwy. Sekwencja, do ktorej potencjalnie
przylacza si¢ biatko, zostala zaznaczona kolorem czerwonym, wraz z nukleotydami sgsiadujacymi

znig z konca 3’1 5’.

Motyw
Wwiazacy
biatko

Pozycja

Biatko ) .
wigzania

(-181):(-177)
(-152):(-148)
(-134):(-130)
(-107):(-103)

CUG-BP
(CELF1)

ugcug
(-103):(-99)
122:126
125:129
—
o
§ uagkwwr = (-98):(-92)
o

Sekwencja
w mMRNA p53

ggguugcugggau
cacgugcucacce

aaaguucuguagc
accauccuggeug
uccuggcuguagg
gaucuguugeuge
cuguugceugeccc

gcuguagguagega

Funkcja biatka

Bierze udziat w regulacji:
-alternatywnego splicingu
pre-mRNA,

- translacji

- edycji RNA

- stabilnosci RNA

- degradacji RNA.

Zlokalizowane w jadrze
komoérkowym i cytoplazmie.
Zaburzony poziom w licznych
nowotworach ludzkich.

Ulega nadekspresji w dystrofii
miotonicznej typu 1 (DM1).
Sugerowany zwigzek pomiedzy
biatkiem a neurodegeneracja.
Bierze udzial we wczesnych etapach
inicjacji translacji mRNA.
Niezbedne w prawidtowym rozwoju
i spermatogenezie u myszy.
Regulator alternatywnego splicingu.
Wptywa na lokalizacj¢ mRNA.
Ulega translokacji z jadra

do cytoplazmy i mitochondrium.

Cytowanie

Russo, et al.
2017
Dasgupta,
etal. 2012

Le Tonqueze,
et al. 2016

Smith, et al.
2011

Choudhury,
etal. 2014
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FXR1

G3BP2

HNRNPA2B1 HNRNZPA]'L HNRNPA1

HNRNPF

HNRNPH1

aygacr

aggaudr

duagggw

duagggw

duagggw

gugkau
gukgykg

gargag

(-10):(-5)

(-12):(-6)

(-99):(-93)
(-82):(-76)

(-99):(-93)
(-82):(-76)

(-82):(-76)

(-13):(-8)
123:129

4:9

acuggaugacugcc

agacuggaugacug

gcuguagguagega
acaguuagggggcea

gcuguagguageg
acaguuagggggcea

acaguuagggggca

aagacuggaugacu
aucuguugcugeec

cauggaggagucac

Bierze udziat w:

- wigzaniu RNA,

- regulacji translacji mRNA.
Moduluje ekspresje pS3.

Moze by¢ transportowane pomiedzy
jadrem a cytoplazma.

Odpowiada za plastycznosc¢
synaptyczna.

Moze odgrywac role w rozwoju
miesnia sercowego 1 miesni
szkieletowych.

Bierze udzial w:

- regulacji translacji mMRNA,
-kontroli stabilnosci RNA
-regulacji komorkowych szlakow
sygnalowych

-odpowiedzi na stres.

Wykazuje dziatanie przeciwwirusowe
skierowane przeciwko wirusom polio
i alfa.

Bierze udziat w:

- regulacji transkrypciji,

- splicingu mRNA,

-eksporcie z jadra komorkowego,
- translacji i degradacji RNA,

- biogenezie miRNA,

- utrzymaniu telomerow

(ang. telomeres maintenance).
Bierze udziat w:

- wigzaniu mRNA,

- obrobce mRNA (ang. mMRNA
processing),

- transporcie MRNA,

- splicingu mRNA

Bierze udziat w:

= I'OZWOjU nowotworu,

- ekspresji genow,

- transdukcji sygnatow.

Wigze motywy mRNA zawierajace m°eA

Bierze udziat w:

- regulacji alternatywnego splicingu,
- poliadenylacji.

Rozpoznaje sekwencje poli(G).

Bierze udziat w:

- splicingu pre-mRNA,

- zmianie lokalizacji mMRNA
(ang. mRNA trafficking)

- T0OZWOjU NOWOtWOrow.
Wplywa na stabilno§¢ mRNA.

Fan, et al.
2017

Bidet, et al.
2014

Zhang, et al.
2017

WWW.
uniprot.org
Q32pP51
(RALL2_
HUMAN)

Hu, et al.
2017

Alarcon,
et al. 2015

Dominguez &

Allain,
2006

Li, et al. 2018
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HNRNPM

MBNL1

MSI1

NOVA1

PCBP2

PTBP1

gguugguu | (-184):(-177)

(-209):(-204)
(-134):(-129)
(-128):(-123)
(-103):(-98)
(-47):(-42)
(-27):(-22)
74:79
92:97
106:111
122:127
125:130

ygcuky

(-98):(-92)

uaguwrg (-85)-(-79)

97:100
100:103
105:108

ycay

(-167):(-161)
(-162):(-156)
(-46):(-40)

cecyycch

34:39

36:41

38:43
104:109
117:122
119:124

cucucu

ggggguugcuggga

auccagcuuuguge
aaaguucuguagcu
cuguagcuucaguu
uccuggcuguaggu
cuccuccuucccag
gucacgcuucuccg
aaacuacuuccucc
gauauccugccauc
accucacugcaugg
gaucuguugcugee
cuguugcugececa

gcuguagguagega
acuacaguuagggg

ccugccaucacc
gccaucaccuca
caccucacugca

gggacuuuccccuc
uuuccceucceacy
uccuccuucccagea

cgagcucccucuga
ageucccucugage
cucccucugageea
ucaccucacugcau
uggacgaucuguug
gacgaucuguugcu

Bierze udziat w:

- translacji zaleznej od elementow
IRES,

- regulacji alternatywnego splicingu.

Bierze udziat w:

- alternatywnym splicingu,

- biogenezie pre-miRNA,

- lokalizacji MRNA,

- alternatywnej poliadenylacji,

- powstawaniu cyrkularnych RNA.
Ulega sekwestracji w dystrofii
miotonicznej typu I i 1l

Ulega nadekspresji w licznych
nowotworach.

Zmienia morfologi¢ komorki.
Wplywa na migracj¢ komorek.
Bierze udzial w inhibicji translacji
MRNA.

Wplywa na réznicowanie komorek
z neuronalnych komorek
macierzystych lub komorek
progenitorowych.

Ulega wysokiej ekspresji w
komoérkach nerwowych.

Reguluje alternatywny splicing
mRNA istotnych w aktywnos$ci
synaptycznej.

Zaburzony poziom biatka w licznych

nowotworach, np. raku zotadka.
Wiaze si¢ do elementow IRES
wirusowych RNA.

Bierze udziat w:

- splicingu mRNA,

- obrobce mRNA (ang. mMRNA
processing),

- kontroli stabilizacji mRNA.
Wptywa na:

- strukture i ruchliwo$¢ komorek,

- metabolizm i modyfikacje biatek,
- cykl komorkowy,

- regulacje alternatywnego splicingu,
- stabilizacje¢ 1 transport mRNA,
Wiaze si¢ do elementow IRES.
Podwyzszony poziom w licznych

nowotworach, np. raku piersi, jajnika,

mozgu.

Ainaoui,
etal. 2015

Passacantilli,
etal. 2017

deLorimier,
etal. 2017

Konieczny,
et al. 2017

Chen, et al.
2017

Niu, et al.
2017

Li, et al. 2017

Yu, et al.
2018

Asnani,
etal. 2016

Ghanem,
et al. 2015

Wang, et al.
2017
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RBEOX1
AL, (A2BP1)

SRSF1
(ASFISF2)

Bierze udzial w alternatywnym Chen, et al.

SRSF2

SRSF3
(SRp20, SFRS3)

splicingu. 2016
Wptywa na:
- stabilno$¢ mRNA,
- translacje,
wgcaugm 109:115 ucacugcauggacg - alternatywna poliadenylacje,
- stabilno$¢ mRNA,
- lokalizacj¢ mRNA. Gao, et al.
Pelni istotng role w rozwoju 2016
i funkcjonowaniu serca i migs$ni
szkieletowych.
Wplywa na: ff Wang, et al.
- alternatywny splicing, 2014
- translacje,
- roznicowanie komorek trzustki
-191):(-185) agucucgc y i migSniowych.
gcgcegss E'189;'E'183; ugucgcgggggggg Wystepuje glownie w plamkach
' jadrowych (ang. nuclear speckles).
Dziata antagonistycznie w stosunku
do biatka SRSF1.
. . . Su, et al.
Dziata antagonistycznie w stosunku 2017
do biatka PTB.
Bierze udziat w:
- splicingu,
- alternatywnym splicingu,
gragga (-11):(-6) gacuggaugacugc - transkrypcji, " I
3.8 ccauggaggaguca = - translacji, 'gbiga '
ugrwgvh 2:8 gccauggaggaguc - eksporcie mRNA z jadra
komoérkowego.
Zwigkszenie poziomu biatka
w licznych nowotworach ludzkich.
Bierze udziat w:
92:98 gauauccugecauc  _ gplicingu,
Y 95:101 auccugccaucaccu - aktywacji transkrypcji, Luo, et al.
122:128 gaucuguugcugcc - stabilnosci RNA, 2017
125:131 cuguugcugceecca - transporcie mRNA
- translacji.
cuckucy = (-167):(-161) gggacuuucccecuc
(-163):(-157) cuuuccccucccacy
(-162):(-156) = uuuccccucccacg
(-156):(-150) = cucccacgugcucac  Bierze udziat w:
(-150):(-144)  cgugcucacccugg - alternatywnym splicingu,
(-57):(-51)  ggcccucauccuce - haprawie DNA, .
(-54):(-48)  ccucauccuccuccu eksporcie RNA’ . .. Peiqi, etal.
- alternatywnej poliadenylacji, 2016
(-51):(-46)  cauccuccuccuucc _ translacji.
(-48):(-42)  ccuccuccuuceeag  ylega nadekspresji w licznych
(-47):(-41)  cuccuccuucccagc nowotworach ludzkich.
(-27):(-21) | gucacgcuucuccg
(-25):(-19) | cacgcuucuccgaa
74:80 aaacuacuuccucca
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SRSF5
(SRp40, SFRS5)

SRSF7
(9G8)

TARDBP

ZNF638

WCWWC

YYWCWSQ

acgacg

wggacra

ugugug

bguusku

77:83
(-56):(-52)
72:76
75:79
(-193):(-187)
(-182):(-176)
(-159):(-153)
(-126):(-120)
(-119):(-113)
(-88):(-82)
(-66):(-60)
(-32):(-26)
(-25):(-19)
10:16
37:43
56:62
63:69
103:109
105:111
130:136

(-220):(-215)
(-90):(-85)
(-18):(-13)
(-10):(-5)
113:119

(-206):(-201)

122:128

cuacuuccuccagaa
gccecucauccucc
ggaaacuacuucc
aacuacuuccucc

ggagucucgcgggg

gggguugcugggau
ceceecucccacgugeu

guagcuucaguuca
caguucauugggac
gcgacuacaguuag
uagcauucaggecc
agggugucacgeuu
cacgcuucuccgaa
ggagucacagucgg
gcucccucugagec
acauuuucaggcuu
caggcuuauggaaa
aucaccucacugcau
caccucacugcaug
gcugccccaggaug

uuauggcgacuauc
uagcgacuacaguu
cuccgaagacugga
acuggaugacugcec
ugcauggacgaucu

cagcuuugugecag

gaucuguugcugec

Czynnik splicingowy.

Ulega indukcji przez insuling

W regenerujacej si¢ watrobie.
Glowny regulator splicingu mRNA

wirusa HIV.

Ulega indukcji pod wptywem:

- swiatla UV,
- doksorubicyny,
- cykloheksymidu,

- w warunkach hipoksji.
Wzmacnia splicing pre-mRNA
w namnazajacych si¢ komorkach,
ale nie w roznicujacych sie.

Czynnik splicingowy.
Regulator alternatywnego splicingu.

Bierze udzial w:

- transporcie MRNA,

- translacji.

Podwyzszony poziom w rakach ptuc

i okreznicy.
Bierze udziat w:
- transkrypciji,

-splicingu pre-mRNA,

- transporcie MRNA,

- stabilnoSci mRNA.

Ulega agregacji w mozgach
pacjentow z demencja oraz ze
stwardnieniem zanikowym bocznym
(ALS, ang. amyotrophic lateral

sclerosis).

Czynnik transkrypcyjny.

Bierze udziat w:

- rozwoju szkieletowym,
- réznicowaniu adipocytow.

Fujita,
et al.
2017

Breig, et al.
2013

Fu & Wang,
2018

Ying, et al.
2016

Lin, et al.
2017
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5. Podsumowanie

W niniejszej pracy przedstawiono kompleksowa analizg strukturalng i funkcjonalng regionu

terminalnego 5 mRNA p53 u myszy:

e okreslono dlugos¢ regionu niekodujacego 5> mRNA p53 myszy;

e zaproponowano modele struktur drugorzedowych regionéw terminalnych 5’
MRNA(-122), mRNA(-247) i mMRNA(-166);

e zaproponowano model struktury trzeciorzedowej regionu terminalnego 5° mRNA
(-122) oraz spinki C(-51):G9 i fragmentu U41:U140;

e okreslono wplyw dhugosci regionu niekodujacego 5 mRNA p53 na proces inicjacji
translacji;

e przeprowadzono analize¢ poréwnawcza wzglednych ilosci mRNA 1 biatka p53
w komorkach mysich w warunkach normalnych i stresowych;

e zbadano, od ktorego z dwdch potencjalnych kodonow inicjacyjnych AUG rozpoczyna
si¢ synteza biatka p53 w komoérkach mysich;

e przeprowadzono analiz¢ zachowawczoS$ci elementoéw strukturalnych oraz identyfikacje

in silico bialek potencjalnie oddziatujacych z mRNA p53 myszy.

W pierwszym etapie badan okreslono dtugos¢ regionu niekodujacego 5° mRNA p53
myszy wykonujac eksperyment 5’RACE (rys. 15). Analizowano materiat pochodzacy z trzech
roznych zrédetl: 11-dniowych embriondw, grasicy i watroby. Okazuje si¢, ze w komorkach
mysich region ten nie jest jednorodny: jego dlugo$¢ moze wahaé si¢ od 58 do 247
nukleotydow, jednak najwiecej transkryptow zawieralo 5’UTR o dlugosci 122 nukleotydow.
Do dalszych analiz wybrano mRNA zawierajacy najczesciej wystepujacy, 122-nukleotydowy
5°UTR  (mRNA(-122)) oraz mRNA obejmujacy najdluzszy  zidentyfikowany,
247-nukleotydowy region niekodujacy 5° (mRNA(-247)). Czasteczki mRNA(-122) i mRNA
(-247) najprawdopodobniej sg homologami ludzkich transkryptow mRNA inicjowanych od
miejsc P1 i PO.

W kolejnym kroku przeprowadzono mapowanie struktury drugorzgdowej mRNA
(-122) i MRNA(-247) z wykorzystaniem metody cie¢ indukowanych w obecnoéci jonow Pb?*,
SHAPE oraz modyfikacji siarczanem dimetylu. Na podstawie uzyskanych wynikoéw
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zaproponowano model struktury drugorzedowej regionu terminalnego 5° mRNA(-122),
sktadajacy si¢ z pigciu elementow strukturalnych typu spinki do wilosow (rys. 19).
Przeprowadzono réwniez mapowanie struktury badanego regionu mRNA za pomocag DMS
w transfekowanej linii komorkowej fibroblastow mysich. Okazato si¢, ze wzoér mapowania
w warunkach in vitro i in cellulo jest bardzo podobny, co potwierdza wystepowanie
zaproponowanej struktury réwniez w warunkach komoérkowych. Struktura drugorzg¢dowa
regionu terminalnego 5° mRNA(-247) (rys. 22) zawierala siedem elementow strukturalnych
typu spinki do wlosow, sposrod ktorych pie¢ zaobserwowano w mRNA(-122). Dwie
dodatkowe spinki znajduja si¢ na koncu 5° mRNA(-247). Wystepowanie spinek C(-200):G
(-102), C(-51):G9 oraz A89:U140 potwierdzono tzw. metoda domenowa (rys.23), czyli
poprzez mapowanie struktury elementdw izolowanych oraz poréwnanie uzyskanego wzoru

mapowan do wzoru otrzymanego dla analogicznego fragmentu w mRNA petnej dlugosci.

Dodatkowych badan wymagato wyjasnienie sposobu zwinigcia odcinka MRNA
U41:U81. Jest to fragment silnie zachowawczy ewolucyjnie, ktory w mRNA ludzkim
przyjmuje strukture typu spinki, do ktorej wigza si¢ biatka HDM2 i HDMX. Na podstawie
zachowawczo$ci mozna przypuszczaé, ze podobna spinka bedzie wystgpowata w mRNA
mysim. Jednak analiza in silico wykazata, ze struktura termodynamicznie najstabilniejsza
tego fragmentu to dwa mate elementy typu spinki do wltosow U41:A66 1 G68:C80. Posrdd
zaproponowanych, mniej stabilnych termodynamicznie struktur wystepowata réwniez spinka
podobna do zaobserwowanej w mRNA ludzkim. Aby okresli¢, ktory element wystepuje
w mRNA mysim przeprowadzono mapowanie dostepnosci mRNA do hybrydyzacji
szescionukleotydowych oligomerow DNA oraz cigcia RNazg H. Uzyskane wyniki wskazuja,
ze w mRNA mysim z wigkszym prawdopodobienstwem wystgpuje struktura pojedynczej

spinki, analogicznej do obecnej w ludzkim mRNA (rys. 25).

Dodatkowo, przeprowadzono mapowanie struktury drugorzedowej regionu
terminalnego 5 mRNA(-166). Transkrypt ten nie zostat zidentyfikowany w eksperymencie
5’RACE, jednak w literaturze opisano wyniki analizy mRNA zawierajacego 5’UTR
odpowiadajacy temu mRNA. Zaproponowany model sktada si¢ z siedmiu elementéw
strukturalnych typu spinki do witosow (rys. 28). Czes¢ z nich jest bardzo zblizona do
elementow wystepujacych w mRNA(-122), a w strukturach wystepuja jedynie niewielkie
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rearanzacje. Niemniej jednak, spinki G18:C37 i U(-159):A(-111) zostaly zaproponowane
jedynie w modelu regionu terminalnego 5° mRNA(-166).

Celem zaproponowania modeli struktur trzeciorzedowych i okreslenia wlasciwosci
termodynamicznych wybranych fragmentow mysiego mRNA p53 przeprowadzono
modelowanie przy uzyciu programu RNA Composer, wykorzystano takze technik¢ SAXS
oraz spektroskopie dichroizmu kotowego. Parametry termodynamiczne obliczone na
podstawie eksperymentu sg zgodne z parametrami teoretycznymi wyznaczonymi dla danych
czgsteczek (tab. 6). Ponadto zaobserwowano, ze modele wygenerowane za pomocg programu
RNA Composer dobrze koresponduja z kulkowymi modelami ab initio dla badanych
czasteczek (rys. 33). Jedynie w przypadku fragmentu mRNA U41:U140, pomimo zgodnosci
parametréw  strukturalnych, nie  obserwujemy prawidlowej korelacji  modeli.
Najprawdopodobniej jest to spowodowane wystepowaniem krotkiego fragmentu RNA o duzej
gietkosci, powodujacym zgiecie struktury. Na podstawie badan SAXS mozna sadzié, ze
badana czasteczka w roztworze przyjmuje ksztatt wydtuzonej pateczki. Dopasowanie modelu
do struktury ab initio wymaga dalszej analizy. Ponadto, przeprowadzono pomiary
spektroskopii  dichroizmu kotowego w szerokim zakresie temperatur. Umozliwito
to wyznaczenie parametréw termodynamicznych dla badanych czasteczek, takich jak

temperatura topnienia (Tm),entalpia swobodna (AG), entalpia (AH) i entropia (AS).

W kolejnym etapie badan okreslono, w jaki sposob dlugos¢ regionu niekodujacego 5’
mRNA p53 myszy wplywa na proces inicjacji translacji. Przeprowadzono translacje
wybranych mRNA w warunkach in vitro, w obecnosci wzrastajacego stezenia analogu kapu
m’G(5)ppp(5°)G (rys. 38). Analog ten powoduje inhibicje inicjacji procesu translacji
zaleznego od obecnosci kapu na koncu 5° mRNA. W przypadku mRNA(-122)
zaobserwowano spadek ilo$ci syntezowanego biatka wraz ze wzrostem st¢zenia analogu. Na
tej podstawie mozna wnioskowaé, ze inicjacja translacji mRNA(-122) jest procesem
zaleznym od obecnosci kapu na koncu 5° mRNA. W przypadku mRNA(-247) nie
zaobserwowano silnego zahamowania syntezy biatka, co wigcej, przy niskich stezeniach
analogu kapu odnotowano znaczny wzrost efektywnos$ci jego syntezy. Otrzymane wyniki
sugeruja, ze dla mRNA(-247) inicjacja translacji zachodzi w sposob niezalezny od kapu.
Analizie poddano rowniez MRNA(-166) i wykazano, ze w tym przypadku inicjacja translacji

jest procesem kap-zaleznym (rys. 39).
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Zbadano takze, jak zmienia si¢ poziom biatka i mRNA p53 pod wptywem streséw
genotoksycznego i siateczki Srodplazmatycznej. Komorki linii NIH3T3 hodowano w pozywce
zawierajacej jeden z czynnikow stresowych: tunikamycyne, tapsigarging lub doksorubicyng.
Nastepnie, przy uzyciu metod Western blot i cytometrii przeplywowej sprawdzano, jak
zmieniat si¢ poziom biatka p53. Po zastosowaniu stresu siateczki $rodplazmatycznej
widoczny byl spadek ilosci biatka, natomiast w warunkach stresu genotoksycznego
zaobserwowano znaczny wzrost ilo$ci syntetyzowanego biatka p53. Poziom mRNA
sprawdzono wykorzystujac metode RT-PCR. Zauwazono, ze pomimo zastosowanych
czynnikow stresowych poziom mRNA nie zmieniat si¢ (rys. 40). Widoczna zmiana w ilosci
biatka, przy zachowanym poziomie mRNA sugeruje, ze regulacja aktywnosci p53

w odpowiedzi na stres zachodzi na poziomie translacji.

W trakcie badan zauwazono, ze w mysim mRNA p53 w odlegtosci 6 nt, w otwarte]
ramce odczytu, znajdujg si¢ dwa potencjalne kodony inicjacyjne AUG. Jednak tylko jeden
z nich, zlokalizowany nizej] w sekwencji, znajduje si¢ w obrgbie optymalnej sekwencji
nukleotydowej ‘Kozak’. Aby sprawdzi¢ od ktérego kodonu AUG inicjowana jest translacja,
przeprowadzono mutagenez¢ ukierunkowang. Otrzymano modelowe mRNA(-122), w ktorych
jeden z kodonéw AUG zostat zamieniony na kodon GCG. Powstalte mRNA poddano
translacji in vitro. Okazalo si¢, ze zadna z wprowadzonych mutacji nie blokuje catkowicie
syntezy biatka p53, w zwigzku z czym mozna przypuszczaé, ze synteza biatka moze
rozpoczyna¢ si¢ od obu kodondw. Zauwazono, ze po zmutowaniu kodonu inicjacyjnego
zlokalizowanego nizej w sekwencji 1lo$¢ powstajacego biatka spada do 60% 1 jest to spadek
wiekszy o 20% niz w przypadku zmutowania kodonu pierwszego (rys. 43A). Sugeruje to, ze
to drugi kodon AUG jest kodonem wiodacym w procesie inicjacji translacji mysiego mRNA
p53. Uzyskane modelowe mRNA wprowadzono rowniez do komoérek MB352, fibroblastow
pozbawionych endogennego p53 i sprawdzono, w jaki sposob przebiega translacja. W kazdej
analizowanej probie zidentyfikowano biatko p53, co wskazuje na mozliwo$¢ syntezy biatka

od obu kodondéw inicjacyjnych rowniez w warunkach in cellulo (rys. 43B).

W ostatniej czg$ci pracy przeprowadzono analiz¢ zachowawczo$ci ewolucyjnej
poszczegdlnych nukleotydow w mysim mRNA p53, celem wskazania elementow
strukturalnych regionu terminalnego 5’ o potencjalnie istotnym znaczeniu (rys. 44).

Przeprowadzono takze analizg in silico, umozliwiajacg zaproponowanie biatek potencjalnie
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oddziatujgcych z regionem terminalnym 5° mRNA(-247). Do tego celu wykorzystano
program RBPmap. Zidentyfikowano 24 bialka, ktorych sekwencje docelowe zlokalizowano
w obrebie regionu terminalnego 5’ badanego mRNA (tab. 7). Biatka te potencjalnie moga
oddziatywa¢ z badanym regionem mRNA p53, lecz w kazdym indywidualnym przypadku
oddziatywania te wymagaja eksperymentalnej weryfikacji.
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6. Materialy i metody

6.1. Reakcja szybkiej amplifikacji koncow 5° mRNA - 5’RACE (ang. Rapid Amplification
of 5’ cDNA Ends) oraz analiza uzyskanych produktow

W reakcji 5’RACE wykorzystano dostegpne komercyjnie RNA wyizolowane
z watroby, grasicy oraz jedenastodniowych embrionéw (Clontech; Mouse total RNA master
panel). Reakcje przeprowadzono za pomocg zestawu 5° RACE System for Rapid
Amplification of cDNA Ends, Version 2.0 (Invitrogen). W pierwszym etapie eksperymentu
wykonano reakcje odwrotnej transkrypcji. Przeprowadzono denaturacje RNA poprzez
inkubacjelug RNA z 2,5 pmol startera GSP1 (5-GTCTTCCAGTGTGATGATGGT-3')
w temperaturze 70°C przez 10 minut, po czym probke schladzano przez 1 minute poprzez
umieszczenie w lodzie. Nastgpnie dodano bufor PCR (200 mM Tris-HCI (pH=8,4), 500 mM
KCI, 25 mM MgClz, 10 mM miks dNTP (10 mM dATP, 10 mM dCTP, 10 mM dGTP,
10 mM dTTP) oraz 0,1 M DTT). Tak przygotowang probke inkubowano przez 1 minute
w 42°C, po czym dodano 200 jednostek (U, ang. unit) enzymu SuperScript II RT. Reakcje
przeprowadzono w 42°C przez 50 minut i zakonczono inkubacja w 70°C przez 15 minut.
Koncowe stezenia poszczegdlnych sktadnikow w reakcji wynosity: 20 mM Tris-HCl
(pH=8,4), 50 mM KCI, 2,5 mM MgCl,, 10 mM DTT, 100 nM startera GSP1, 400 uM dATP,
400 uM dCTP, 400 uM dGTP, 400 uM dTTP, 1 pg RNA, 200 U SuperScript I RT.
Nastepnie, probke umieszczono w temperaturze 37 °C i dodano mieszaning RNaz, celem
degradacji oryginalnego RNA. cDNA oczyszczono wykorzystujac kolumienki S.N.A.P.
W nastepnym etapie uzyskany cDNA wydluzano na koncu 3’ o sekwencje reszt cytydyny, za
pomoca terminalnej deoksyrybonukleotydylotransferazy (TdT). 10 ul oczyszczonego cDNA
zmieszano z 2 mM dCTP oraz buforem do wydtuzania sekwencji nukleotydowej (ang. tailing
buffer) (50 mM Tris-HCI (pH=8,4), 125 mM KCI, 7,5 mM MgCl,) i inkubowano przez
3 minuty w 94°C a nastgpnie przez minut¢ na lodzie. Nastepnie, do probki dodano 1 ul TdT
1 prowadzono reakcje przez 10 minut w temperaturze 37°C 1 zakonczono inkubacjag w 65°C
przez 10 minut. Koncowe st¢zenia poszczegolnych sktadnikow w reakcji wynosity: 10 mM
Tris-HCI (pH=8,4), 25 mM KCI, 1,5 mM MgClz, 200 uM dCTP, cDNA, TdT. Aby
sprawdzi¢, czy reakcja przebiegla poprawnie przeprowadzono rowniez reakcje kontrolng bez
enzymu TdT. W ostatnim etapie eksperymentu powstaly cDNA amplifikowano w reakc;ji

PCR, ktéra zawierala 20 mM Tris-HCI (pH=8,4), 50 mM KCI, 1,5 mM MgClz, 200 uM
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dCTP, 200 uM dATP. 200 uM dUTP, 200 uM dGTP, 5 ul cDNA wydtuzonego o ciag C, 400
nM startera GSP2 (5-CAAAAAACTTACCAGGGCAACT-3'), 400 nM startera AAP
(5’-GGCCACGCGACTAGTACGGGIIGGGIIGGGIIG-3’, dotaczony do zestawu) oraz 2,5 U
polimerazy DNA Tag. Sekwencje starterow GSP1 i GSP2 sg odwrotnie komplementarne
do starterow p53-1165R i p53-411R, zastosowanych przez Chaing i wsp. w 2012 roku
[Chiang et al. 2012]. Reakcje rozpoczeto od 3 minut denaturacji w 94°C, a nastgpnie
prowadzono przez 30 cykli: 30 sekund w 94°C, 30 sekund w trzech r6znych temperaturach
58°C/62°C/64°C, 2 minuty w 72°C, po czym nastepowato koncowe wydluzanie przez
10 minut w 72°C. Produkty reakcji rozdzielano wykorzystujac 1% zel agarozowy

I wizualizowano za pomoca odczynnika SimplySafe (EurX).

W nastgpnym etapie, w celu analizy dlugosci regionu niekodujacego 5° mRNA p53,
produkty uzyskane w eksperymencie 5’RACE wklonowano w wektor TOPO z systemu
TOPO TA Cloning (Invitrogen). W tym celu przygotowano reakcje zawierajacg 2 ul dsDNA
otrzymanego w reakcji PCR, 10 ng wektora pCR™2.1-TOPO®, 200 mM NaCl i 10 mM
MgCly, ktérg inkubowano przez 20 minut w temperaturze pokojowej (23°C). Produkty reakcji
wykorzystano do transformacji bakterii kompetentnych TOP10 (One Shot TOP10 Competent
Cells, Invitrogen) (rozdziat 6.16. Transformacja bakterii E. coli). Wybrane klony poddano
sekwencjonowaniu (firma Genomed S.A.), odpowiednio: 29 klonow powstatych
z wykorzystaniem mRNA pochodzacym z embrionéw oraz po 20 klondw powstatych

Z wykorzystaniem mRNA pochodzacym z watroby i grasicy.

6.2 Otrzymywanie matrycowych dsDNA do reakcji transkrypcji in vitro

Wszystkie otrzymane matrycowe dsDNA stanowily matryce do syntezy czgsteczek

RNA, niezbednych w dalszych etapach badan.

6.2.1. Konstrukty dsDNA zawierajace warianty regionu terminalnego 5° mRNA p53
o dlugosci 122 i 247 nukleotydow

Konstrukty dsDNA zawierajagce warianty regionu terminalnego 5° mRNA p53
o dlugosci 122 1 247 nukleotydow otrzymywano w dwoch etapach.
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W pierwszym z nich, wektor pCMV6, zawierajgcy sekwencje mRNA p53
wraz z regionami niekodujacymi (p53 True Clone, Origene), trawiono enzymami
restrykcyjnymi Sacl i Psp5SII (Invitrogen). W tym celu przygotowano reakcje zawierajaca
1 png plazmidowego DNA, 2 ul buforu FastDigest oraz 1 ul enzymu restrykcyjnego Psp5IL.
Trawienie prowadzono przez 5 minut w 37°C, po czym inaktywowano enzym poprzez
inkubacje w 80°C przez 5 minut. Nastepnie do probki dodano 1 pl enzymu restrykcyjnego
Sacl i inkubowano reakcje przez 5 minut w 37°C i inaktywowano enzym poprzez inkubacj¢
w 80°C przez 5 minut. Produkty reakcji rozdzielano na 1% zelu agarozowym przygotowanym
z agarozy niskotopliwej, wycinano prazek o dlugosci ok. 6200 pz a nastgpnie
przeprowadzono Lucj¢ z zelu poprzez inkubacje wycinka zelu z woda w stosunku 1:1,
w temperaturze 65°C przez 15 minut z wytrzasaniem. Otrzymane produkty oczyszczano
wykorzystujac zestaw Gene MATRIX PCR/DNA Clean-Up Purification Kit (Eurx).

W drugim etapie syntetyzowano segment dsDNA zawierajacy brakujacy fragment
czesci kodujacej] mRNA, region niekodujacy 5> mRNA o odpowiedniej dugosci 122 lub 247
nukleotydow, promotor dla polimerazy T7 RNA oraz sekwencje rozpoznawang przez enzym
restrykcyjny Sacl. Synteze¢ matrycy przeprowadzono za pomocg reakcji PCR, w ktorej jako
matryc¢ wykorzystano plazmid z sekwencja p53 zawierajacg odpowiednig dlugosé regionu
niekodujacego 5’ (uzyskany w eksperymencie 5’RACE) oraz nastepujace startery:

Tabela 8. Lista starterow wykorzystanych do otrzymania konstruktow dsDNA zawierajacych
warianty regionu terminalnego 5° mRNA p53 o dtugosci 122 i 247 nt.

Nazwa startera Sekwencja 5° — 3’

122 F AAGCAGAGCTCTAATACGACTCACTATAGGAGTTCATTGGG ACCATCCTG

122 R GGTGACAGGGTCCTGTGCTGCA
AAGCAGAGCTCTAATACGACTCACTATAGGACGGAAGGACTTGCCCTTACTT

247_F GTTATGGCGACTAT

247 R GGTGACAGGGTCCTGTGCTGCA

Reakcja PCR zawierata: 40 ng matrycowego dsDNA, 100 mM startera F 1 R, 0,2 mM
kazdego dNTP, 1,66 U polimerazy Pfu, 20 mM Tris-HCI (pH 8.8), 10 mM (NH4)2SO4, 10
mM KCI, 1 mg/ml BSA, 1% (v/v) Triton-X100, 20 mM MgSOs. Reakcje rozpoczeto od

3 minut denaturacji w 95°C, a nastgpnie prowadzono przez 35 cykli: 30 sekund w 95°C,
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30 sekund w 58°C, 1 minuta w 72°C, po czym nast¢powato koncowe wydtuzanie przez
10 minut w 72°C. Produkty reakcji PCR poddano trawieniu enzymami restrykcyjnymi Sacl
i PspSII analogicznie jak w przypadku plazmidowego DNA. Nastepnie, za pomoca ligazy
DNA T4 (Thermo Fisher Scientific) wprowadzono do plazmidu przygotowanego
w pierwszym etapie. Reakcja ligacji zawierata: produkty PCR i plazmidowy DNA trawione
enzymami restrykcyjnymi zmieszane w stosunku 3:1, 1,5 U ligazy DNA T4 oraz 2 pl
dziesigciokrotnie stezonego buforu do ligacji. Reakcje prowadzono przez 30 minut
w temperaturze pokojowej, po czym jej produktami transformowano baterie kompetentne
TOP10 (One Shot TOP10 Competent Cells, Invitrogen), (rozdziat 6.16. Transformacja

bakterii E. coli), a nastepnie poddano sekwencjonowaniu (firma Genomed S.A.).

Przed wykorzystaniem w reakcji transkrypcji in vitro, uzyskane konstrukty

linearyzowano wykorzystujac enzym restrykcyjny Notl.

6.2.2. Konstrukt dsDNA zawierajacy wariant regionu terminalnego 5° mRNA p53
o dlugosci 166 nukleotydéw

Konstrukt dsDNA, zawierajacy wariant regionu terminalnego 5° mRNA p53
o dhugosci 166 nukleotydow otrzymywano wieloetapowo, w reakcjach PCR. W pierwszej,
z nich za pomoca starterow Fm409 i RmORF namnozono sekwencj¢ odpowiadajaca
sekwencji kodujacej mRNA p53 oraz 138 nukleotydowy 5°’UTR, stanowiaca insert wektora
pCMV6. Reakcja PCR zawierata: 5 ng plazmidu pCMV6, 0,2 mM kazdego dNTP, 0,5 uM
startera Fm409, 0,5 uM startera RmORF, 2 mM MgClz, 20 mM Tris-HCI (pH 8,4), 50 mM
KCI. Reakcje rozpoczeto od 3 minut denaturacji w 95°C, a nastgpnie prowadzono przez 30
cykli: 30 sekund w 95°C, 30 sekund w 58°C, 1 minuta w 72°C, po czym nastepowalo

koncowe wydtuzanie przez 10 minut w 72°C.

W nastgpnym etapie dodano fragment dsDNA brakujacy do uzyskania 166-
nukleotydowego fragmentu 5’UTR. Do wydajnej transkrypcji in vitro z promotora
dla polimerazy T7 RNA wskazana jest reszta guanozyny na koncu 5’ transkryptu. W zwigzku
z powyzszym, zdecydowano si¢ na wydluzenie sekwencji o 4 nt tak, aby powstaty produkt
PCR na koncu 5’ zawieral dwie, naturalnie wystepujace reszty guanozynowe. Reakcje PCR

przeprowadzono wykorzystujac produkt PCR uzyskany w pierwszym etapie oraz startery
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Fm376-2G 1 RmOREF. Reakcje przeprowadzono w warunkach takich samych jak w przypadku

namnazania pierwszego fragmentu 409-ORF.

W ostatnim etapie syntezy matrycy przeprowadzono reakcj¢ PCR, w ktorej dodano
sekwencj¢ promotora dla polimerazy T7 RNA do fragmentu DNA powstatego w drugiej
reakcji PCR. W reakcji wykorzystano startery FmT7zakl i RmORF. Reakcj¢ przeprowadzono

w warunkach takich samych jak w przypadku namnazania pierwszego fragmentu 409-ORF.

Po kazdej reakcji PCR uzyskany produkt oczyszczano wykorzystujac zestaw do
oczyszczania produktow reakcji PCR Gene MATRIX PCR/DNA Clean-Up Purification Kit

(EurX). Sekwencje wykorzystanych starterow zaprezentowano w tabeli 9.

Tabela 9. Lista starterow wykorzystanych do wytworzenia konstruktu dsDNA zawierajacego
wariant regionu terminalnego 5> mRNA p53 o dtugosci 166 nt.

Nazwa
Sekwencja 5°—3’
startera
Fm409  AAGTTCTGTAGCTTCAGTTCATT
Fm376-2G  GGACTTTCCCCTCCCACGTGCTCACCCTGGCTAAAGTTCTGTAGCTT
FmT7zakl TAATACGACTCACTATAGGACTTTCCCCT
RmORF TCAGTCTGAGTCAGGCCCCACT

6.2.3. Czgsteczki dsDNA stanowigce matryce do syntezy izolowanych elementéw

strukturalnych zlokalizowanych w regionie terminalnym 5> mRNA p53

Synteze dsDNA przeprowadzono za pomoca reakcji PCR, wykorzystujac wymienione
w tabeli 10 startery F (ang. primer forvard) oraz R (ang. primer reverse). Startery F zawieraty
rowniez na koncu 5’ sekwencje promotora dla polimerazy T7 RNA. Czasteczki
syntetyzowano wykorzystujac reakcje PCR, sktadajaca si¢ z nastepujacych komponentow:
3 mM MgClz, 0,2 mM kazdego dNTP, 20 mM Tris-HCI (pH 8,4), 50 mM KCI, 150 pmoli
odpowiedniego stratera F i R oraz 5 U polimerazy DNA Tag. Matryce do syntezy czasteczki
U41:U140 stanowit plazmid zawierajacy sekwencje nukleotydowsg p53 z 122-nukleotydowym
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regionem 5’UTR. Reakcje rozpoczeto od minuty denaturacji w 95°C, nastepnie prowadzono
przez 30 cykli: 30 sekund w 95°C, 30 sekund w 60°C, minut¢ w 72°C, po czym nastepowato
koncowe wydtuzanie przez 10 minut w 72°C. Produkty PCR rozdzielano na 1% zelu
agarozowym i wycinano nizszy prazek, celem oddzielenia pozadanego produktu od matrycy.
Produkt reakcji odzyskiwano z zelu wykorzystujac kolumienki Gel extraction kit Ultrafree®
DA (ROTH), po czym ponownie namnazano w reakcji PCR stosujgc te same warunki
temperaturowe. Synteze¢ czasteczek C(-200):G(-102), C(-51):G9 i A89:U140 rozpoczeto od
2 minut denaturacji w 94°C, a nastgpnie prowadzono przez 8 cykli: 30 sekund w 94°C,

90 sekund w 72°C, po czym nastgpowato koncowe wydtuzanie przez 5 minut w 72°C.

Tabela 10. Lista starteréw do syntezy izolowanych elementow strukturalnych

Nazwa o Otrzymywana
startera Sekwencja 5°—3 czasteczka
dsDNA
FmT7C TAATACGACTCACTATAGCCAGGAGTCTCGCGG C(-200):
(-200):G(-102) GGGTTGCTGGGATTGGGACTTTCCCCTCCCACGT G(-102)
RMT7C(-200):  ccAGGATGGTCCCAATGAACTGAAGCTACAGAACTTT C(-200):
G(-102) AGCCAGGGTGAGCACGTGGGAGGGGAAAGTCCCAATCC G(-102)
FMT7C(:51)  TAATACGACTCACTATAGCTCCTCCTTCCCAGCAGGGTG (516
-G9 TCACGCTTCTCCGAAGA
RmT7C(-51):  CTCCTCCATGGCAGTCATCCAGTCTTCGGAGAAGCGTGA (5.6
G9 CACCCTGC
FmMT7A89:  TAATACGACTCACTATAGATATCCTGCCATCACCTCACT  pgo.U140
U140 GCATGGACG
RMT7A8:  AACATCCTGGGGCAGCAACAGATCGTCCATGCAGTGAG  ago-j140
U140 GTGATGGC
FmT7U4L:U14  TAATACGACTCACTATAGGTGAGCCAGGAGACATTTTCA a1 U140
0 GGCTTA :
RmMT7U41:U14 U41:U140;

0 ACATCCTGGGGCAGCAACAGAT
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Wszystkie otrzymane czasteczki oczyszczano wykorzystujgc zestaw do oczyszczania
produktow reakcji PCR Gene MATRIX PCR/DNA Clean-Up Purification Kit (EurX)

oraz rozdzielano na 1% zelu agarozowym w celu analizy jakosciowe;.

Czasteczke DNA stanowigca matryce do syntezy RNA skladajacego si¢ z 122-
nukleotydowego 5’UTR 1 201 nt sekwencji kodujacej otrzymywano poprzez trawienie

restrykcyjne enzymem Psp5II plazmidu zawierajgcego sekwencje mRNA(-122).

RNA powstale na matrycy zaprojektowanych dsDNA wykorzystano w dalszych
etapach pracy do analizy struktury trzeciorzedowej metodami malokatowego rozpraszania
promieniowania rentgenowskiego (SAXS, ang. small-angle X-ray scattering) oraz dichroizmu
kotowego (CD, ang. circular dichroism). Ponadto, fragmenty C(-200):G(-102), C(-51):G9
oraz A89:U140 wykorzystano do analizy struktury drugorzedowej stosujac mapowanie

za pomocy cie¢ indukowanych w obecnosci jonéw Pb?*.

6.3. Transkrypcja in vitro

Czasteczki RNA otrzymywano wykorzystujac zestaw do transkrypcji TranscriptAid
T7 High Yield Transcription Kit (firmy Thermo Scientific), zgodnie z zaleceniami
producenta. Jako matryce wykorzystywano przygotowane wczesniej czasteczki dsDNA lub
zlinearyzowany plazmid w ilo$ci 0,4-2 pg. Reakcja transkrypcji zawierata: 4 pl pigciokrotnie
stezonego buforu TranscriptAid, 10 mM kazdego NTP, matryce oraz 2 pl enzymu
TranscriptAid. Reakcje prowadzono przez 2-5 godzin w temperaturze 37 °C. Nastgpnie, do
reakcji dodawano 1U DNazy | i inkubowano w temperaturze 37 °C przez 10 minut.
Otrzymane transkrypty oczyszczano z wykorzystaniem zestawu GeneJET RNA Cleanup and
Concentration Micro Kit (Thermo Scientific). W celu analizy jakosciowej, uzyskane produkty
rozdzielano na 1% zelu agarozowym.

W reakcjach, ktorych celem bylo uzyskanie RNA z wbudowanym na koncu 5’
analogiem kapu ARCA dodawano analog do koncowego stgzenia 2 MM, obnizajac

jednoczesnie stezenie GTP do 1,5 mM.

W reakcjach, ktorych celem byto uzyskanie RNA zawierajagcego na koncu 5° wolng

grupe hydroksylowa dodawano guanozyne do koncowego stezenia 2 mM.
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6.4. Znakowanie kwaséw nukleinowych na koncu 5’ izotopem 2P

Do znakowania wykorzystywano 14 pmoli RNA zawierajagcego wolng grupe
hydroksylowa na koncu 5’ lub 100 pmoli oligomeru DNA. Przed reakcja RNA denaturowano
przez 2 minuty w 100°C, a nastepnie schtadzano w lodzie przez 10 minut. Reakcja
znakowania zawierala: kwas nukleinowy, 1 pl [y -*P] ATP o aktywnoséci 4000/5000
Ci/mmol, 10 U kinazy polinukleotydowej T4 (ThermoFisher Scientific) oraz bufor A PNK
(ThermoFisher Scientific); 500 mM Tris-HCI (pH 7.6 w 25°C), 100 mM MgClz, 50 mM
DTT, 1 mM spermidyna). Reakcje prowadzono przez 30 minut w 37 °C. Produkty reakcji
oczyszczano z wykorzystaniem zestawu GeneJET RNA Cleanup and Concentration Micro
Kit (firmy Thermo Scientific) lub poprzez rozdziat w 8% zelu PAA w warunkach
denaturujacych. Czasteczki wizualizowano poprzez autoradiografi¢, a nastgpnie wycinano
z zelu, przeprowadzano elucje 0,3 M octanem sodu przez 3 godziny w temperaturze
pokojowej z wytrzasaniem 850 rpm przez 1 minut¢ co 3 minuty, stragcanie 96% etanolem
wirowanie i suszenie. Poziom radioaktywnosci otrzymanych czasteczek mierzono za pomocg

licznika scyntylacyjnego.
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6.5. Mapowanie struktury drugorzedowej RNA

6.5.1. Cigcia RNA indukowane w obecnos$ci jonéw Pb?>*

Okoto 14 pmoli RNA poddano denaturacji w buforze denaturujgcym (40 mM NaCl,
10 mM Tris-HCI pH 7.2, 10 mM MgClz) w 65 °C przez minute, a nastepnic inkubowano
przez 5 minut w temperaturze 37°C. Mieszaning reakcyjng podzielono na cztery probki,
a nastepnie dodano §wiezo przygotowany roztwor octanu otowiu do koncowego stezenia 0,25,
0,5 1 1 mM. Do reakcji kontrolnej zamiast roztworu octanu otowiu dodano wod¢. Reakcje
prowadzono przez 2 minuty w temperaturze 37°C, a nastgpnie zatrzymano poprzez dodanie
w stosunku 1:1 roztworu ,,stop”, ztozonego z 8 M mocznika i 20 mM EDTA. W kolejnym
kroku przeprowadzono stracanie 96% etanolem w obecnosci 0,3 M octanu sodu (pH 5,2)

120 pg/ml glikogenu, wirowanie i suszenie. Osad rozpuszczono w 10 pl wody.

W przypadku, gdy badano RNA znakowany na koncu 5° izotopem 32P stosowano
takze powyzsza procedurg, jednak do reakcji oprocz nieznakowanego RNA dodawano

rowniez RNA znakowany na koncu 5° (230 000 cpm).

6.5.2. Reakcja acylacji grup 2’-hydroksylowych analizowana za pomoca reakcji

odwrotnej transkrypcji (SHAPE)

20 pmoli RNA inkubowano w buforze denaturujacym (100 mM Tris (pH 8,0),
1 M KCIl, 1 mM EDTA) przez 3 minuty w 90°C, a nastepnie stopniowo schtadzano do
temperatury 4°C z predkoscig 0,1°C/sekunde. Po schiodzeniu, do mieszaniny reakcyjnej
dodano bufor do zwijania RNA (ang. folding buffer; 200 mM Tris pH 8,0, 25 mM MgCly,
2,5 mM EDTA, 650 mM KCI, 40 U inhibitora RNaz), po czym probke inkubowano
w temperaturze 37°C przez 10 minut. Mieszaning reakcyjng podzielono na dwie rowne czgsci.
Do pierwszej, stanowigcej wilasciwg reakcje, dodano NMIA rozpuszczony w DMSO do
koncowego stezenia 5 mM. Do drugiej, stanowigcej reakcje kontrolna, dodano takg sama ilo$¢
DMSO. Reakcje prowadzono w temperaturze 37°C przez 50 minut, a nastgpnie RNA stracano
96% etanolem w obecnosci 0,3 mM octanu sodu i 20 pg/ml glikogenu, wirowano i suszono.

Osad rozpuszczono w 10 pl wody.
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6.5.3. Modyfikacja chemiczna RNA z wykorzystaniem siarczanu dimetylu (DMS)

w warunkach in vitro

40 pmoli mMRNA(-122) ogrzewano przez 5 minut w 65 °C w buforze o skladzie:
20 mM NaCl, 5 mM MgCl,, 20 mM HEPES (pH 7,8). Nastgpnie probke inkubowano
przez 10 minut w temperaturze 25 °C. Przygotowang w ten sposdb mieszaning reakcyjng
rozdzielono na cztery probki. Do trzech dodano roztwor siarczanu dimetylu (DMS, w etanolu
1:11) do koncowego stezenia 0,4%, a nastepnie probki inkubowano w temperaturze 37 °C
przez 3, 5 1 10 minut. Reakcje kontrolng przygotowano poprzez dodanie do czwartej probki
odpowiedniej ilo$ci etanolu, a nastgpnie inkubacje przez 10 minut w 37°C. Bezposrednio
po przeprowadzonej reakcji RNA stragcano 96% etanolem w obecnosci 300 mM octanu sodu

120 pg/ml glikogenu, wirowano i suszono. Osad zawieszano w 10 ul wody.

6.5.4. Modyfikacja chemiczna RNA z wykorzystaniem siarczanu dimetylu (DMS)

w transfekowanej linii komérkowej

Modyfikacje mRNA(-122) w transfekowanej linii komorkowej przeprowadzono
bazujac na opisanych wczesniej eksperymentach [Kwok et al. 2013]. Badania
przeprowadzono wykorzystujac lini¢ komorkowa fibroblastow mysich pozbawionych
endogennego p53 (MB352) transfekowang mRNA(-122). Po uplywie 210 minut od
transfekcji komorki przeplukano roztworem 1xPBS, zebrano, zawieszono w 1xPBS oraz
rozdzielono na trzy cz¢sci. Nastepnie do probki dodano siarczan dimetylu (rozpuszczony
w etanolu, 1:11) do stgzenia koncowego 0,25%. Do reakcji kontrolnej dodano odpowiednig
objetos¢ etanolu. Probki inkubowano przez 10 minut w temperaturze 37 °C. Reakcje
zakonczono poprzez dodanie B-merkaptoetanolu (Sigma) do stezenia koncowego 0,7 M.
Dodatkowo, komorki przeptukano dwukrotnie w 0,7 M roztworze [-merkaptoetanolu
a nastepnie dodano odczynnik TRI Reagent (Molecular Research Centre lub Sigma). Izolacje

RNA przeprowadzono wedtug standardowej procedury, opisanej w dalszej czesci pracy.
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6.5.5. Mapowanie dostepnosci RNA do hybrydyzacji za pomoca bibliotek
kombinatorycznych DNA oraz RNazy H

0,5 pmola mMRNA(-122) inkubowano w buforze o sktadzie: 20 mM HEPES (pH 8,0),
50 mM KCI, 4 mM MgClz, 50 pg/ml BSA, 1 mM DTT. Inkubacje prowadzono
w temperaturze 65°C przez 2 minuty a nast¢pnie w temperaturze 37°C przez 10 minut.
Nastepnie dodawano RNaz¢ H (Promega) do koncowego stezenia 225 U/ml. Reakcj¢ cigcia
indukowano poprzez dodanie do oddzielnych mieszanin jednej z czterech bibliotek
kombinatorycznych 6-meréw DNA o stezeniu koncowym 185 puM. Reakcje prowadzono
przez 10 i 30 minut w temperaturze 37°C, nastepnie zatrzymano poprzez dodanie 20 mM
EDTA w stosunku 1:1. Natychmiast po zakonczeniu reakcji przystepowano do oczyszczania

produktow reakeji za pomoca metody fenol : chloroform wedlug standardowej procedury.

6.6. Odwrotna transkrypcja

Reakcje odwrotnej transkrypcji wykorzystywano w dwoch przypadkach: do analizy
produktow reakcji mapowania struktury drugorzedowej RNA oraz do poétilosciowej analizy
poziomu mRNA. Odwrotng transkrypcje przeprowadzano z wykorzystaniem zestawu

SuperScriptlll (Thermo Fisher Scientific).

e Analiza produktow reakcji mapowania struktury drugorzedowej RNA: przygotowano
mieszaning sktadajaca si¢ z 2 pl RNA po reakcji mapowania, 2 pmoli startera DNA
znakowanego radioizotopowo 32P na koncu 5° oraz wody, konicowa objeto$é wynosita
12 pl. Przeprowadzono denaturacj¢ w 95°C przez minute, po czym schtadzano na
lodzie przez 10 minut. Przygotowang mieszaning wykorzystano do reakcji odwrotnej
transkrypcji, sktadajacej si¢ z nastgpujacych komponentow: RNA, 2 pmole startera
DNA, 50 mM Tris-HCI (pH 8,3), 75 mM KCI, 3 mM MgCl, 5 mM DTT, 0,5 mM
kazdego z dANTP oraz 50 U odwrotnej transkryptazy SuperScript III (Invitrogen).
Reakcje prowadzono w nastepujacych warunkach temperaturowych: przez minute
w 45°C, nastgpnie przez 60 minut w temperaturze 52°C 1 5 minut w 65°C. Aby
otrzymaé produkty sekwencjonowania, dNTP zastagpiono mieszaning ddNTP:dNTP
w stosunku 4:1 (koncowe stezenia wynosity 0,2 mM ddNTP oraz 0,05 mM dNTP).

Otrzymane cDNA stracano przez noc w temperaturze -20°C w mieszaninie sktadajace;j
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si¢ z nastepujacych komponentow: 133 mM Trizma, 300 mM octanu sodu (pH 5,2),
20 pg/ml glikogenu (RNA grade, Thermo Scientific) oraz 3 obje¢tosci 96% etanolu,
nastepnie wirowano 1 suszono. Produkty rozdzielano na 8% Ilub 12% zelu
poliakrylamidowym w warunkach denaturujacych. Przed natozeniem na zel probki
denaturowano przez 2 minuty w 95°C w 7 M moczniku z barwnikami
elektroforetycznymi. Produkty reakcji wizualizowano za pomocg ekranow

odwzorowujacych i skanera FLA-5100 z oprogramowaniem MultiGauge (FujiFilm).

Tabela 11. Lista starterow wykorzystanych w reakcji odwrotnej transkrypcji

Nazwa startera Sekwencja 5°—3’

Rm679 TTCAAAAAACTCCTCAACATCCT
Rm591 CCATAAGCCTGAAAATGTCTCCT
Rm508 TTCGGAGAAGCGTGACACCCTGC
Rm403 AAGCTACAGAACTTTAGCCA

pohilosciowa analiza poziomu mRNA: do badan wykorzystano wlasnorecznie
wyizolowany RNA z linii komorkowej NIH3T3 oraz dostgpny komercyjnie panel
RNA wyizolowanych z poszczegdlnych narzadéw mysich (Clontech; Mouse total
RNA master panel). 1 pg RNA zmieszano z 250 ng startera oligo(dT)1s (Thermo
Scientific) oraz 10 mM kazdego dNTP, mieszaning uzupetniono woda do objetosci
koncowej 13 pl. Przeprowadzono denaturacje w 65°C przez 5 min po czym probke
schiadzano na lodzie przez minutg. Przygotowang mieszaning wykorzystano do
reakcji odwrotnej transkrypcji, sktadajacej si¢ z nastepujacych komponentow: lug
RNA, 250 ng startera oligo(dT)1s, 10 mM kazdego dNTP, 50 mM Tris-HCI (pH 8,3),
75 mM KCIl, 3 mM MgCl;, 5 mM DTT, 40 U inhibitora RNaz (RNase OUT,
Invitrogen) oraz 50 U odwrotnej transkryptazy SuperScript III (Invitrogen). Reakcje
prowadzono w nastepujacych warunkach temperaturowych: przez 60 minut w
temperaturze 50°C i 15 minut w 70°C. Celem usunigcia RNA, do prébki dodawano
2 U/ul RNazy H i inkubowano w temperaturze 37°C przez 20 minut. Produkty reakcji

rozdzielano na 1% zelu agarozowym w celu analizy jakoSciowe;.
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6.7. Pélilosciowa analiza poziomu mRNA za pomocg RT-PCR

Analizg potilo§ciowa przeprowadzono w celu zbadania:

e zmian poziomu mRNA p53 w komorkach fibroblastoéw mysich NIH3T3 w warunkach
fizjologicznych i warunkach stresowych,

e okres$lenia ilosci transkryptu mRNA(-247) w wybranych narzagdach mysich.

Tabela 12. Lista starterow wykorzystanych w reakcji RT-PCR
Nazwa Sekwencja 5’ — 3’
' Fm_ddPCR_p53 GCCATCTACAAGAAGTCACAGCAC Poziom mRNAp53
Rm_ddPCR _p53 AGTCTGCCTGTCTTCCAGATACTC  w komorkach linii
Fm_beta_actin GCTCTTTTCCAGCCTTCCTT NIH3T3 w warunkach
fizjologicznych

Rm_beta_actin CTTCTGCATCCTGTCAGCAA )
- i stresowych.

F_5’end247  ACGGAAGGACTTGCCCTTACTTGTT Poziom mRNA(-247)

w wybranych narzadach
Rm591 CCATAAGCCTGAAAATGTCTCCT e
mysich.

lul cDNA otrzymanego w reakcji odwrotnej transkrypcji (rozdzial 6.6. Odwrotna
transkrypcja) wykorzystano jako matryce w reakcji tancuchowej polimerazy sprzgzonej
z odwrotng transkrypcja (RT-PCR, ang. reverse-transcriptase polymerase chain reaction).
Mieszanina reakcyjna zawierata 20 mM Tris-HCI (pH 8,4), 50 mM KCl, 0,2 mM kazdego
dNTP, 2,5 mM MgCl,, 30 U/ml polimerazy DNA Taq (Thermo Scientific) oraz 0,5 mM
starterow, ktorych zestawienie zaprezentowano w tabeli 12. Reakcje rozpoczgto od trzech
minut denaturacji w 95°C, nastepnie prowadzono przez 30 cykli: 30 sekund w 95°C,
30 sekund w 55°C, 30 sekund w 72°C, po czym nastgpowato koncowe wydlizanie przez

10 minut w 72°C. Produkty reakcji rozdzielano na 1% zZelu agarozowym.
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6.8. Mutageneza ukierunkowana

Mutageneze ukierunkowang przeprowadzono, aby uzyska¢ modelowe mRNA(-122)
I MRNA(-247) zawierajace zmieniony jeden z potencjalnych kodonow inicjacyjnych dla
biatka p53 (wigcej w rozdziale ,4.6. OkreSlenie miejsca inicjacji translacji biatka p53
u myszy”). Kodon AUG zmieniono na kodon CUG, kodujgcy waling lub kodon GCG,
kodujacy alaning (tylko dla mRNA(-122)).

Tabela 13. Lista starterow wykorzystanych w reakcji mutagenezy ukierunkowanej

‘ Nazwa startera Sekwencja 5°—3’
FMAUG1mMutGCG CCGAAGACTGGGCGACTGCCATGGAGG
RMAUG1ImMutGCG CCTCCATGGCAGTCGCCCAGTCTTCGG

FMAUGL_1mutGCG CCGAAGACTGGATGACTGCCGCGGAGG
RmMAUGL1 1mutGCG CCTCCGCGGCAGTCATCCAGTCTTCGG
FmAUG1mut CUG CCGAAGACTGGCTGACTGCCATGGAGG
RmAUG1mut CUG CCTCCATGGCAGTCAGCCAGTCTTCGG
FmAUGLl.1mut_ CUG CCGAAGACTGGATGACTGCCCTGGAGG
RmMAUGI1.1mut_CUG CCTCCAGGGCAGTCATCCAGTCTTCGG

W pierwszym etapie przygotowano dwie reakcje o nastepujacym sktadzie: bufor Pfu
(20 mM Tris-HCI (pH 8.8), 10 mM (NH4)2SO4, 10 mM KCI, 2 mM MgSOs, 0,1% (v/v)
TritonX-100, 0,1 mg/ml BSA), 0,25 mM dNTP, 75 pmoli jednego ze starteréw zawierajacych
mutacje, 500 ng plazmidu i 2,5 U polimerazy Pfu. Reakcje prowadzono w nastepujacych
warunkach temperaturowych: 95°C — 2 minuty, 10 cykli ztozonych z trzech etapow:
95°C — 30 sekund, 60°C — 30 sekund, 68°C — 16 minut, a nastgpnie 68°C — 7 minut
(wydtuzanie koncowe). Reakcje mieszano ze sobg a nastgpnie dzielono na dwie rowne czgsci,
a do kazdej z nich dodano 1 U polimerazy Pfu i prowadzono reakcje w nastepujacych
warunkach temperaturowych: 95°C — 2 minuty, 20 cykli ztozonych z trzech etapow: 95°C
— 30 sekund, 60°C — 30 sekund, 68°C — 16 minut, nastgpnie 68°C — 7 minut (wydhuzanie
koncowe). Produkty reakcji polaczono i oczyszczono na kolumienkach EurX. W nastgpnym

kroku wykorzystano enzym restrykcyjny Dpnl, celem usunigcia plazmidu matrycowego.
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Mieszanina reakcyjna sktadala si¢ z nastepujacych komponentow: 5 ug DNA, buforu Fast
Digest dla Dpnl dostgpnego handlowo, 0,04 pg/ul BSA oraz 50 U enzymu restrykcyjnego
Dpnl Fast Digest. Inkubacje prowadzono w temperaturze 37°C przez 5 minut.
Przeprowadzano analize jako$ciowa produktéw reakcji poprzez rozdzial na 1% zelu
agarozowym. W nastgpnym kroku plazmidem z wprowadzong mutacjg transformowano
bakterie kompetentne E. coli TOP10 (One Shot TOP10 Chemically Competent E. coli,
Invitrogen). W eksperymencie wykorzystywano startery, ktorych sekwencje zaprezentowano

w tabeli 13 (powyzej).

6.9. Hodowla mysich fibroblastow

W badaniach wykorzystano dwie linie komorkowe fibroblastow mysich: NIH3T3,
w ktorej zachodzi ekspresja biatka p53 oraz MB352, ktéra pozbawiona jest endogennego p53.
Linie komoérkowe prowadzono w medium DMEM z wysoka zawarto$cig glukozy 4,5 g/L,
uzupelionym o mieszaning antybiotykow 1 antymykotykdéw zawierajaca 100 U/ml penicyliny G,
mieszaning aminokwasoéw endogennych, 0,1 mg/ml siarczanu streptomycyny. Do medium
DMEM dodawano glutamine do koncowego stezenia 2 mM. Do medium dodawano rowniez
odpowiednig surowice: bydlgca (ang. bovine calf serum) w przypadku komorek NIH3T3
lub ptodowa surowice bydleca (ang. fetal bovine serum, FBS) dla komérek MB352. Dla obu
linii komoérkowych koncowe stgzenie surowicy w medium wynosito 10%. Hodowle
komorkowe prowadzono w temperaturze 37°C w 5% COz2. Komoérki pasazowano 2-3 razy

w tygodniu w stosunku 1:2 lub 1:6. Hodowle prowadzono maksymalnie do 25 pasazu.

6.10. Indukcja warunkoéw stresowych w linii komorkowej NIH3T3

Stres komorkowy indukowano w komorkach linii NIH3T3 celem sprawdzenia
odpowiedzi komorki na poziomie ekspresji biatka p53 na dziatanie wybranych odczynnikow:
tunikamycyny, tapsigarginy oraz doksorubicyny. Wybrane stresy komoérkowe indukowano
poprzez dodanie do medium komorkowego odczynnikow o koncowych stezeniach: 1,2 uM
tunikamycyny, 0,1 uM tapsigarginy i 0,1 pM doksorubicyny. Komoérki utrzymywano
w warunkach stresowych przez 16 godzin, po czym zbierano je do dalszej analizy.
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6.11. Transfekcja komoérek MB352 modelowymi konstruktami mRNA

Komoérki MB352 transfekowano modelowymi konstruktami mRNA: mRNA(-122),
oraz mMRNA(-122) z wprowadzong mutacjg w obrebie pierwszego lub drugiego potencjalnego
kodonu inicjacyjnego (AUG — GCG).

Do transfekcji wykorzystywano komorki ponizej 25 pasazu. Dzien przed transfekcja
komorki wysiewano na ptytce szesciodotkowej w ilosci 200 000 komorek/dotek. Transfekcje

przeprowadzano po 24 godzinach, gdy konfluencja komoérek wynosita ok. 80%.

3,5 pmola mRNA(-122) wprowadzano do komorek przy uzyciu odczynnika
TransMessenger Transfection Reagent (Qiagen), zgodnie z zaleceniami producenta.
W skrocie: 4 pl odeczynnika Enhancer R rozcienczono w buforze EC, po czym dodano
MRNA(-122), a nastgpnie doktadnie zmieszano. Otrzymang mieszaning inkubowano przez
5 minut w temperaturze pokojowej. Nastepnie dodano 4 pl odczynnika TransMessenger
Transfection Reagent (TMTR) (stosunek RNA:TMTR wynosit 1:2). Mieszanin¢ inkubowano
przez 10 minut w temperaturze pokojowej, co umozliwito wytworzenie kompleksu gotowego
do transfekcji. Po inkubacji otrzymany kompleks dodano do 900 ml pozywki DMEM
pozbawionej FBS i antybiotyku. Przygotowang w ten sposob pozywke dodano do dotka
z przygotowanymi komorkami. Transfekcje prowadzono przez 3 godziny. Po tym czasie
komorki przeptukano 1xPBS, a nastepnie dodano 2 ml §wiezego medium DMEM z 10% FBS.
Komorki inkubowano przez 3,5 godziny, aby umozliwi¢ synteze biatka p53. Po tym czasie
komorki ze wszystkich dotkéw zebrano 1 potaczono, a nastepnie rozdzielono do sze$ciu
probowek. Celem powyzszego zabiegu byto usunigcie roznic wynikajacych z efektywnosci
translacji. Tak przygotowane komorki wykorzystano w eksperymencie modyfikacji

chemicznej RNA z uzyciem DMS w transfekowane;j linii komorkowe;.

MRNA(-122) z wprowadzong mutacja w obrebie potencjalnych kodonow
inicjacyjnych transfekowano do komorek wykorzystujac lipofektaming (Lipofectamine
MessengerMAX transfection reagent, Thermo Scientific), zgodnie z zaleceniami producenta.
Kazde modelowe mRNA transfekowano do dwoch dotkow. Do kazdego modelowego mRNA
Zastosowano nastgpujacg procedure: 3,75 ul lub 7,5 pl lipofektaminy MessengerMAX dodano
do 125 pl medium Opti-MEM, zmieszano i inkubowano przez 10 minut w temperaturze

pokojowej. Mieszaning przygotowywano w dwoch probowkach. Nastepnie, 2,5 pg RNA
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zawieszono w 125 pl medium Opti-MEM, po czym dodano do przygotowanej wczesniej
probki zawierajacej lipofektaming. Otrzymang mieszaning inkubowano przez 5 minut
w temperaturze pokojowej, co umozliwitlo powstanie kompleksu mRNA i lipofektaminy.
Powstaty kompleks dodano do komorek. Po 6 godzinach komoérki zebrano w celu

sprawdzenia poziomu powstatego biatka p53 metoda Western blot.

6.12. Cytometria przeplywowa

W eksperymencie wykorzystano komorki poddane stresom genotoksycznemu
i siateczki $rodplazmatycznej, ktorych przygotowanie opisano w rozdziale ,,6.10. Indukcja
warunkow stresowych w linii komorkowej NIH3T3”. Wykorzystano protokot firmy Cell
Signaling. Pojedyncze komorki zawieszono w 1xPBS, dodano formaldehyd do koncowego
stezenia 4%, inkubowano przez 15 minut w temperaturze pokojowej, po czym
przeptukano 1 zawieszono w 1xPBS. Nastepnie komoérki poddano permeabilizacji
(zwigkszeniu przepuszczalno$ci btony komorkowej) poprzez powolne dodanie zimnego
metanolu do koncowego stezenia 90% 1 inkubowano przez 30 minut na lodzie.
W  kolejnym etapie komorki poddano barwieniu immunologicznemu (ang.
immunostaining). Komorki przeptukano 1xPBS, celem usunig¢cia metanolu, a nastepnie
zawieszono w 100 pl przeciwciala pierwszorzedowego 1C12 (Cell Signaling)
rozcienczonego w stosunku 1:3200 1 inkubowano przez godzing w temperaturze
pokojowej. Nastepnie, komorki przeptukano dwukrotnie buforem inkubacyjnym (0,5 g
albuminy surowicy bydlgcej (BSA) zawieszone w 100 ml 1x PBS), po czym dodano
przeciwcialo drugorzedowe sprzezone z fluorochromem 4408 (Cell Signaling)
w rozcienczeniu 1:500 i inkubowano przez 30 minut w temperaturze pokojowej.
W kolejnym kroku komorki przeplukano buforem inkubacyjnym, zawieszono w 1x PBS
i poddano analizie w cytometrze przeptywowym Becton Dickinson Accuri C6. Pomiarom
poddano przynajmniej 10 000 komorek/probke, a wyniki analizowano w programie Accuri
CFlow. Kazda prob¢ wykonano w trzech powtdrzeniach biologicznych. Cytometrig¢
przeplywowa przeprowadzono w ramach wspdlpracy z Pracownia Analiz Struktur
Subkomorkowych IChB PAN, a pomiary w cytometrze przeplywowym wykonata
dr Dorota Gurda.
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6.13. Izolacja RNA z wykorzystaniem odczynnika TRI Reagent

Odczynnik TRI Reagent (Sigma) stosowano do izolacji catkowitego RNA z komorek:

e NIH3T3 znajdujacych si¢ w warunkach fizjologicznych oraz poddanych traktowaniu
wybranymi czynnikami stresowymi,
e MB352 z wprowadzonym mRNA(-122).

Do komorek dodawano 500 pl odczynnika TRI Reagent i inkubowano przez 10 minut
w temperaturze pokojowej. Nastepnie dodawano 100 pl chloroformu, wytrzasano przez 15
sekund, po czym inkubowano przez 8 minut w temperaturze pokojowej oraz wirowano
przez 15 minut w 4°C z predkoscia 12 000 x g. Zebrano faz¢ wodna, do ktorej dodano 250 pl
izopropanolu. Mieszaning inkubowano przez 5 minut w temperaturze pokojowej, po czym
poddano wirowaniu przez 8 minut w 4°C z predkoscig 12 000 x g. W trakcie wirowania
wytracit si¢ osad, ktory przeptukano 250 pl 70% etanolu. Probke wirowano przez 5 minut

w 4°C z predkosciag 7 500 x g. Usunigto faz¢ wodna, osad wysuszono i zawieszono w wodzie.

6.14. Translacja in vitro

Translacjg in vitro przeprowadzano wykorzystujac lizat z retikulocytow kroliczych
(RRL) (Promega), zgodnie z =zaleceniami producenta. W skrocie: 2,5 pmola RNA
inkubowano przez 3 minuty w temperaturze 65°C, a nastgpnie przez 5 minut na lodzie. RNA
dodano do mieszaniny translacyjnej ztozonej z 17,5 pl RRL, 20 uM mieszaniny
aminokwaséw (bez metioniny), 1 ul L-[**S] metioniny (1000 Ci/mol) (Hartman Analytic)
oraz 20 U inhibitora rybonukleaz (Promega). Reakcj¢ prowadzono przez 90 minut
w temperaturze 30°C, po czym natychmiast przenoszono na 16d. Do 5 pl mieszaniny dodano
20 pl roztworu SSB. Probki denaturowano przez 2 minuty w temperaturze 80°C i naktadano na
zel w ilodci Sul. Produkty reakcji rozdzielano na 15% Zelu poliakrylamidowym, a nastgpnie

wizualizowano na drodze autoradiografii, z wykorzystaniem skanera FLA 5100 (Fuji).

W przypadku eksperymentdw translacji in vitro z analogiem kapu m’G(5”)ppp(5°)G,
koncowe stezenie analogu w reakcji wynosito od 0 do 750 uM. Przed dodaniem mRNA

mieszaning reakcyjng poddano inkubacji w obecnos$ci analogu kapu oraz rownomolowych
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iloéci octanu magnezu w 30°C przez 15 minut. Cze$¢ wykorzystanego preparau analogu kapu

m’G(5”)ppp(5°)G uzyskano dzigki uprzejmosci pana prof. dr hab. Edwarda Darzynkiewicza.

6.15. Analiza bialek metoda Western blot

W celu otrzymania lizatu komorkowego komorki linii MB352 transfekowane
MRNA(-122) oraz komorki linii NIH3T3 poddawano lizie w buforze Laemmli (62,5 mM
Tris-HCI pH 6,8, 2% SDS, 10% glicerol, 50 mM DTT, inhibitor proteaz). Lizaty inkubowano
w temperaturze 95°C przez 5 minut, po czym naktadano na 15% poliakrylamidowy zel
biatkowy i poddawano elektroforezie w warunkach denaturujacych. Przed przystapieniem
do transferu biatek, zel ptukano w buforze do transferu, a membrane PVDF (GE Healthcare)
ptukano przez 10 sekund w metanolu, przemywano wodg i ptukano przez 5 minut w buforze
do transferu. Nastepnie prowadzono transfer bialek z zelu na membrang przez 1 godzing
przy natezeniu pradu 70 mA w aparacie Trans-blot SD Semi-Dry Transfer cell. W nastepnym
kroku blokowano membrang przy uzyciu buforu zawierajacego 5% mleko, 0,1% Tween
i Ix TBS przez 1 godzing w temperaturze pokojowej, po czym ptukano 3 razy w buforze
1x TBS przez 10 min. W nastgpnym etapie membran¢ poddano nocnej inkubacji

w temperaturze 4°C z przeciwciatem pierwszorzgdowym:

o skierowanym przeciwko mysiemu biatku p53 (1C12, Cell Signaling) rozcienczonym
w stosunku 1:1000 w roztworze zawierajgcym 5% mleko, 0,1% Tween i 1x TBS,

o skierowanym przeciwko GAPDH (Anti-Glyceraldehyde-3-Phosphate Dehydrogenase,
clone 6C5’, Merck Millipore) rozcienczonym w stosunku 1:10 000 w roztworze
zawierajagcym 5% mleko, 0,1% Tween 1 1x TBS.

Przeciwciatlo pierwszorzgdowe wykrywano przy uzyciu Kkoziego przeciwciata 1gG
skierowanego przeciw biatkom mysim (ang. goat anti-mouse antibody), rozcienczonym
w stosunku 1:10 000 (dla 1C12) lub 1:20 000 (dla GAPDH) w roztworze zawierajacym 5%
mleko, 0,1% Tween i 1x TBS. Inkubacje¢ prowadzono przez godzing w temperaturze
pokojowej, po czym czterokrotnie ptukano w buforze 1x TBS przez 10 min. Wyniki
eksperymentu wizualizowano za pomocg reakcji chemiluminescencji z odczynnikiem Pierce

ECL Western Blotting, w celu wykonania autoradiografii.
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6.16. Transformacji bakterii E. coli

Aby wprowadzi¢ plazmidowy DNA do komorek kompetentnych TOP10 (One Shot
TOP10 Chemically Competent E. coli, Thermo Fisher Scientific) wykorzystano metod¢ szoku
cieplnego, zgodnie z zaleceniami producenta. Przed transformacjg bakterie rozmrazano
na lodzie przez 30 minut, po czym dodano 3 pl mieszaniny ligacyjnej i inkubowano na lodzie
przez 30 minut. Nastepnie bakterie poddano szokowi cieplnemu poprzez umieszczenie ich
w temperaturze 42°C na 30 sekund oraz szybkie przeniesienie do lodu na 2 minuty.
Do zawiesiny bakteryjnej dodano 250 ul pozywki S.O.C. (zakupiona w zestawie z bakteriami
TOP10), a nastgpnie inkubowano w temperaturze 37°C przez godzing z okresowym
wytrzasaniem (300 rpm przez 2 minuty, co 5 minut). Bakterie rozprowadzano na powierzchni
szalek z pozywka LB oraz odpowiednim antybiotykiem: kanamycyna lub ampiciling,
a nastepnie inkubowano w temperaturze 37°C przez 16 godzin. Bakterie z wybranej kolonii
zawieszano w 8 ml pozywki LB z dodanym odpowiednim antybiotykiem i poddawano
o$miogodzinnej inkubacji w temperaturze 37°C z wytrzasaniem (220 rpm). Plazmidowe DNA

izolowano z wykorzystaniem zestawu firmy Qiagen a nastgpnie sekwencjonowano w firmie

Genomed S. A.

6.17. Przewidywanie oddzialywan bialko-RNA

Biatka, ktore potencjalnie moga oddzialywac z regionem terminalnym 5° mRNA(-247)
identyfikowano poprzez zastosowanie programu RBPmap, wersja 1.1

(http://rbpmap.technion.ac.il/). Zastosowano nastepujace filtry:

e genom mysi,
e wybrane motywy: Wszystkie motywy ludzkie / mysie,
e poziom dopasowania (ang. stringency level): wysoki,

o filtr konserwatywnosci (ang. conservation filter): wtaczony.
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6.18. Generowanie struktur trzeciorzedowych fragmentow mRNA

Struktury trzeciorzedowe wybranych fragmentow mRNA generowano przy uzyciu
programu RNA Composer (http://rnacomposer.cs.put.poznan.pl/) [Popenda et al. 2012].
Oprocz sekwencji nukleotydowej w programie wprowadzano réwniez notacje kropkowo-

nawiasowg (ang. dot-bracket notation) reprezentujacg strukture drugorz¢dowg RNA.

6.19. Malokatowe rozpraszanie promieniowania rentgenowskiego (SAXS)

Dane SAXS zebrano na linii synchrotronowej P12 na synchrotronie PETRA Il
w Hamburgu. Do badan wykorzystano fragmenty RNA zawieszone w buforze o sktadzie:
20 mM Tris pH=7,5, 65 mM KCI, 0 mM/ 25 mM/ 5 mM MgClz, 0,25 mM EDTA,

W objetosci 20 pl. Stezenia badanych fragmentéw przedstawiono w tabeli 14.

Tabela 14. Stezenia fragmentow mRNA p53 wykorzystywanych w pomiarach SAXS

Czasteczka Stezenie (ng/ul)

Region terminalny 5> mRNA(-122) 1731
Spinka C(-51):G9 2690
Fragment U41:U140 3894

Przed pomiarem RNA inkubowano w temperaturze pokojowej przez 10 minut, po czym
denaturowano przez minutg¢ w 95°C, po czym chlodzono przez 5 minut w temperaturze
pokojowej. W nastepnym kroku dodawano bufor, probke inkubowano przez 10 minut
w temperaturze pokojowej a nastgpnie dokonywano pomiaru. Dane zostaly zebrane
w temperaturze 15°C. Dane SAXS zbierano w zakresie 0.0088-5 nm™. Wszystkie dane SAXS
zostaty przetworzone przy uzyciu pakietu ATSAS. Integracja, skalowanie 1 odje¢cie buforu
wykonano przy uzyciu programu PRIMUS. Uzyskane krzywe zastosowano do wszystkich
dalszych obliczen. Warto$¢ masy molekularnej (MM) badanych fragmentow mRNA p53
obliczono przez poréwnanie ekstrapolowanych warto§¢ Io ze standardowa probka albuminy

surowicy bydlecej za pomocg réwnania:
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Iop MM
MM, =22 —*
Cp lost

Cst

gdzie MM i MMgt s3 masami molekularnymi badanych kwasow nukleinowych lub biatka
i masg molekularng wzorca. Iop 1 lost s3 intensywnos$ciami przy zerowym kacie badanego

i wzorcowego bialka, cp i Cst sg stezeniami biatka badanego oraz wzorca.

Smang <13

Promien zyracji w zakresie przyblizenia Guiniera oceniono zgodnie

g2 R2
Jo=thexs(~52)

R0, Dmax 1 funkcja p(r) zostaty obliczone za pomocg programu GNOM. Program DAMMIF

z rOwnianiem:

zostal wykorzystany do obliczania struktur ab initio. Eksperymenty oraz analiz¢ danych

wykonywano we wspolpracy z doktorem Kamilem Szpotkowskim.

6.20. Spektrometria dichroizmu kotowego

Widma dichroizmu kolowego zostaty zebrane na spektrometrze CD J-815 (JASCO)
wyposazony w termostat Peltiera. Do pomiaréw wykorzystano bufor o nastgpujacym
sktadzie: 20 mM Tris pH=7,5, 65 mM KCI, 0 mM/ 2,5 mM/ 5 mM MgClz, 0,25 mM EDTA.
Stezenia badanych fragmentéw przedstawiono w tabeli 12. Badania prowadzono
w kwarcowej kuwecie (Hellma 100-QS) o drodze optycznej wynoszacej 0,2 cm. Kazde
widmo akumulowano 9 razy, predko$¢ skanowania wynosita 50 nm/min, szeroko$¢ pasma
1 nm. Dane zbierano w zakresie 205-350 nm i zakresie temperatur 5-90°C, co 5°C. Analizg
danych wykonano w programie ORIGIN PRO 2020. Eksperymenty oraz analiz¢ danych

wykonywano we wspotpracy z doktorem Kamilem Szpotkowskim.

Tabela 15. Stezenia fragmentow mRNA p53 wykorzystywanych w pomiarach spektrometrii
dichroizmu kotowego

Czasteczka Stezenie (ng/pl)

Region terminalny 5> mRNA(-122) 185
Spinka C(-51):G9 553
Fragment U41:U140 526
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