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2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe:

doktor nauk biologicznych — 19 maja 2006 r., Wydziat Biologii Uniwersytetu im. Adama
Mickiewicza w Poznaniu. Tytul rozprawy doktorskiej: ,,Analiza 3* koncéw mitochondrialnych
transkryptow genow nad6 i nad9 kalafiora oraz identyfikacja bialek wigzacych si¢ z 3’ koncem
genu nad9” (praca obroniona z wyrdznieniem).

Promotor: prof. dr hab. Halina Augustyniak (Zaktad Biologii Molekularnej Roslin, Instytut
Biologii Molekularnej i Biotechnologii, Uniwersytet im. Adama Mickiewicza w Poznaniu).
Recenzenci: prof. dr hab. Zofia Szweykowska-Kulinska (Uniwersytet im. Adama Mickiewicza
w Poznaniu); prof. dr hab. Piotr Stgpien (Uniwersytet Warszawski).

magister nauk biologicznych — 25 kwietnia 2001 r., Wydzial Biologii Uniwersytetu im.

Adama Mickiewicza w Poznaniu. Tytul pracy magisterskiej: ,,Ekspresja genow nad3 i nad6
kompleksu I tancucha oddechowego podczas rozwoju siewek tubinu”.

3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych

01.10.2006 — obecnie: adiunkt, Zaktad Ekspresji Genoéw, Instytut Biologii Molekularnej i
Biotechnologii, Uniwersytet im. Adama Mickiewicza w Poznaniu.

01.11.2010-30.06.2012 - Postdoc (Postdoctoral research associate); Department of Cell
Biology, University of Bern, Bern, Szwajcaria

4. Wskazanie osiagniecia wynikajgcego z art. 16 ust. 2 z dnia 14 marca 2003r. o stopniach
naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. nr 65,
poz. 595 ze zm.):

a) Tytul osiagniecia naukowego:

..Rola bialek kompleksu CBC i SERRATE w regulacji splicingu alternatywnego u roslin”.

b) Publikacje wchodzace w sklad osiagni¢cia naukowego

Raczynska K.D., Simpson C.G., Ciesiotka A., Szewc L., Lewandowska D., McNicol J.,
Szweykowska-Kulinska Z., Brown J., Jarmotowski A. (2010) Involvement of the nuclear cap-
binding protein complex in alternative splicing in Arabidopsis thaliana. Nucleic Acids
Research, 38:265-278. doi: 10.1042/BST0380667. IF 2010 = 7.836; 40 pkt MNiSW.
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Raczynska K.D. (2010) Splicing alternatywny jako jeden z mechanizméw regulacji ekspresji
genow u roslin i zwierzat. Na pograniczu chemii i biologii, Wydawnictwo UAM, 24:63-100.

Raczynska K.D., Stepien A., Kierzkowski D., Kalak M., Bajczyk M., McNicol J., Simpson
C.G., Szweykowska-Kulinska Z., Brown J. W., Jarmotowski A. (2014) The SERRATE protein
is involved in alternative splicing in Arabidopsis thaliana. Nucleic Acids Research 42(2):1222
-1244. doi: 10.1093/nar/gkt894. IF 2014 = 9.112; 40 pkt MNiSW.

¢) omoOwienie celu naukowego Ww. pracy i osiggnietych wynikéw wraz z omowieniem ich
ewentualnego wykorzystania

Osiagniecie naukowe obejmuje cykl trzech publikacji, ktore powstaty podczas mojej pracy
w Zaktadzie Ekspresji Genow Instytutu Biologii Molekularnej i Biotechnologii na stanowisku
adiunkta, pod kierunkiem prof. dr hab. Artura Jarmotowskiego i prof. dr hab. Zofii
Szweykowskiej-Kulinskiej. Praca moja koncentrowata si¢ wowczas na procesie splicingu
alternatywnego, czyli ko-transkrypcyjnej modyfikacji genéw zachodzacej na terenie jadra
komorkowego. Materiatem badawczym byt rzodkiewnik pospolity Arabidopsis thaliana.
Nadrzgdnym celem pracy bylo okreslenie udziatu biatek kompleksu CBC oraz biatek bioracych
udzial w biogenezie roslinnych miRNA na splicing alternatywny transkryptéw wybranych
genow. W okresie tym intensywnie wspotpracowalismy z osrodkiem Scottish Crop Research
Institute (SCRI) w Dundee, w Szkocji, z grupa prof. Johna Browna.

Splicing jest jednym z etapow dojrzewania transkryptow, ktory zachodzi na terenie jadra
komoérkowego, w ciatkach zwanych ,,spackles”. Podczas tego procesu w $cisle okreslonych
miejscach splicingowych z prekursorowego RNA usuwane sg introny, natomiast konce
pozostatych fragmentow RNA sa taczone i tworza ciagla czasteczke mRNA. Struktura
trzeciorzgdowa pre-mRNA, umozliwiajagca splicing, powstaje w obrebie wielkiego,
dynamicznego kompleksu nazywanego spliceosomem, ztozonego z okoto 300 biatek u roslin i
okoto 170 biatek u cztowieka. Cze$¢ tych biatek oddziatuje z bogatymi w uracyl czgsteczkami
U snRNA, tworzac gtowne czgstki spliceosomu - rybonukleoproteiny: U1 snRNP, U2 snRNP,
U4 snRNP, U5 snRNP i U6 snRNP. Czastki te w kolejnych etapach splicingu oddziatuja z pre-
mRNA na zasadzie parowania komplementarnych zasad pomigdzy zachowawczymi
sekwencjami w pre-mRNA i U snRNA. Doktadng budowe miejsc splicingowych oraz przebieg
procesu opisatam w rozdziale ,,Splicing alternatywny jako jeden z mechanizmoéw regulacji
ekspresji genéw u roslin i zwierzat” wydawnictwa UAM ,Na pograniczu chemii i biologii”
(Raczynska, 2010).

Splicing alternatywny to proces dojrzewania transkryptow, ktory umozliwia powstanie
wiecej niz jednej, dojrzatej czgsteczki mRNA z pojedynczego pre-mRNA. Powstajgce
izoformy mRNA moga kodowa¢ odmienne biatka, ktore rdznig sie funkcja, stabilnoscia,
lokalizacja w komorce czy aktywnoscig enzymatyczng. Dlatego splicing alternatywny wptywa
na wzrost zréznicowania transkryptomu i proteomu a tym samym na wzrost pojemnosci
kodujacej gendow u organizmow wyzszych. Ponadto, splicing alternatywny wpltywa na wiele
etapow metabolizmu RNA, takich jak degradacja transkryptow, wigzanie mRNA do
rybosoméw oraz wydajno$¢ translacji. Splicing alternatywny obejmuje nast¢pujagce zdarzenia:
zachowanie intronu, pomini¢cie egzonu, wzajemnie wykluczajace si¢ egzony, wybor
alternatywnego miejsca donorowego (miejsce splicingowe 5”) lub/i akceptorowego (miejsce
splicingowe 3’). Okoto 1/5 transkryptow posiada wigcej niz jedno alternatywne zdarzenie
splicingowe w jednym pre-mRNA (Graveley, 2001; Black, 2003; Blencow, 2006; Reddy, 2007;
de Klerk i Hoen, 2015). Szacuje si¢, ze liczba transkryptow podlegajacych splicingowi
alternatywnemu u cztowieka moze dochodzi¢ az do 95% (Pan i wsp., 2008; Wang i wsp., 2008;
Lu i wsp., 2012), podczas gdy u Arabidopsis thaliana procesowi temu podlega ~60% genow
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(Filichkin i wsp., 2010; Marquez i wsp., 2012; Syed i wsp., 2012, Meyer i wsp., 2015). W
przypadku roslin liczba ta wcigz jednak wydaje si¢ by¢ niedoszacowana. Wynika to, migdzy
innymi, z niekompletnych baz danych roslinnych sekwencji EST (ang. expressed sequence tag)
1 cDNA, w ktorych na przyktad, brak niskokopijnych transkryptow. Ponadto, wiele
transkryptow podlega splicingowi alternatywnemu tylko w okreslonej tkance, czasie lub
warunkach rozwoju, co zaweza kompletne analizy.

Splicing i splicing alternatywny to procesy regulowane przez czynniki biatkowe, zwane
czynnikami splicingowymi. Co ciekawe, niemal polowa z nich sama dosy¢ intensywnie
podlega zdarzeniom splicingu alternatywnego w sposob czasowo lub tkankowo-specyficzny
(Wang i Brendel, 2004, Ru i wsp., 2008; Meyer i wsp., 2015). Do najlepiej poznanych
czynnikow splicingowych naleza: i) biatka SR (bogate w reszty serynowe (S) i argininowe (R)),
ktore wigzg si¢ do sekwencji wzmacniajagcych wspomagajac splicing oraz ii) heterogenne,
jadrowe czastki hnRNP, zwykle zwigzane z sekwencjami wyciszajacymi. Sposob ich dziatania
polega czesto na wprowadzaniu lokalnych zmian struktury RNA lub ,,Sciggania” kolejnych
bialek, co w efekcie powoduje zablokowanie lub wzmocnienie wigzania do miejsc
splicingowych czastek Ul snRNP i U2 snRNP (Chen i Manley, 2009; szerzej opisane w
Raczynska, 2010). Pelny obraz regulacji splicingu alternatywnego u roslin nie jest jednak
wyjasniony. W dwoch pracach eksperymentalnych, wchodzacych w sklad osiggniecia
naukowego, scharakteryzowatlam nowe bialka regulatorowe tego procesu: bialka
jadrowego kompleksu CBC (CBP20 i CBP80) (Raczynska i wsp., 2010) i bialko
SERRATE (SE) (Raczynska i wsp., 2014).

Badania przeprowadzitam we wspotpracy z grupa badawcza prof. Johna Browna (SCRI,
Dundee, Szkocja) z wykorzystaniem platformy AS RT-PCR (Alternative Splicing RT-PCR,
nazywanej rowniez platforma high resolution RT-PCR) (Simpson i wsp., 2008; Simpson i wsp.,
2008b). Platforma zawiera wyznakowane fluorescencyjnie pary starteréw zaprojektowane do
analizy ~450 alternatywnych zdarzen splicingowych w genach Arabidopsis thaliana.
Uzyskany, wyznakowany produkt PCR jest rozdzielany w warunkach elektroforezy kapilarnej
a nastepnie analizowany z wykorzystaniem programu PeakScanner (Applied Biosystems).
Zastosowane podejscie badawcze pozwala na ilosciowa analize poréwnawcza otrzymanych
izoform splicingowych i precyzyjny pomiar ich dtugosci. Wigkszos¢ starterow platformy
zaprojektowana zostata w Szkocji, okoto 60 dodatkowych par zaprojektowatam w Poznaniu.
Transkrypty, ktore wybraliSmy do analiz, obejmowaty geny: czynnikéw transkrypcyjnych (179
genow), czynnikoéw splicingowych (88 gendéw), biatek odpowiedzi na stres srodowiskowy (51
genow), biatek regulujacych kwitnienie (16 genow) i innych biatek (91 genow). Analizowane
zdarzenia splicingowe obejmowaty: alternatywne miejsce donorowe (Alt 5’ss, 118 zdarzen),
alternatywne miejsce akceptorowe (Alt 3’ss, 225 zdarzen), alternatywne miejsce donorowe i
akceptorowe w tym samym intronie (Alt P, 10 zdarzen), usuni¢cie egzonu (ES, 40 zdarzen) i
pozostawienie intronu (IR, 51 zdarzen).

Warto w tym miejscu wspomnie¢ typowy rozktad alternatywnych zdarzen splicingowych
w komorkach roslinnych. Pozostawienie intronu jest najczgstszym zdarzeniem, podlega mu az
ponad 50% alternatywnie sktadanych transkryptow, a najrzadziej wystgpujacym zdarzeniem
jest wyciecie egzonu (8%). Okoto 22% i 10% przypadkéw dotyczy, odpowiednio,
wystepowania alternatywnego miejsca akceptorowego lub donorowego (Ner-Gaon i wsp.,
2004; Wang i Brendel, 2006; Reddy, 2007; Simpson i wsp., 2008; Simpson i wsp., 2010). Co
interesujace, w przeciwienstwie do roslin, u zwierzat wycigcie egzonu jest najczestszym
zdarzeniem (58% zdarzen), natomiast, tylko 5% dojrzatych transkryptow zawiera zachowany
intron (Reddy, 2007; Kim i wsp., 2007). Réznice te pochodza z odmiennych sposobow
rozpoznawania miejsc splicingowych (model definiowania intronu u roslin i model
definiowania egzonu u zwierzat), a to z kolei wynika ze zréznicowania w sktadzie i dtugosci
roslinnych i zwierzgcych gendow (opisane szerzej w pracy Raczynska, 2010). Warto wyjasnic,
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ze W naszej platformie zdarzenia typu IR stanowig tylko ~10% wszystkich analizowanych
zdarzen. Wynika to stad, ze niewycigte introny powodujg najczgsciej przesunig¢cie ramki
odczytu lub wprowadzenie nowego kodonu stop i rzadko petnig jakas biologiczna rolg.
Aczkolwiek, zdarzenia typu IR zachodzg u roslin preferencyjnie w pre-mRNA genow
kodujacych biatka odpowiedzi na stres, biatka uczestniczace w transdukcji sygnatow,
dojrzewaniu RNA, a takze biatka uczestniczace w fotosyntezie i kwitnieniu (opisane szerzej w
pracy Raczynska, 2010). Natomiast, alternatywne miejsca donorowe i akceptorowe potozone
sg zazwyczaj w odleglosci 3 lub wielokrotnosci 3 nukleotydow, co powoduje wprowadzenie
nowych kodonow.

Do poszukiwan nowych regulatorow splicingu alternatywnego wybratam biatka, co do
ktorych potencjalnej roli regulatorowej w tym procesie istnialy pewne przypuszczenia. Jadrowy
kompleks CBC (ang. cap binding complex) ztozony jest z dwoch dobrze scharakteryzowanych
bialek, CBP20 i CBP80 (Kmieciak i wsp., 2002), ktore jako kompleks wiaza si¢ z 7-
metyloguanozyng (czapeczka) obecng na koncu 5° transkryptoéw syntetyzowanych przez
polimeraz¢ RNA II (RNAP2). Jego funkcje w komodrkach drozdzowych i zwierzecych sa
dobrze opisane: kompleks CBC uczestniczy w dojrzewaniu konca 3’ transkryptow (Cooke i
Alwine, 1996; Flaherty i wsp., 1997), chroni transkrypty przed degradacja nukleolityczng
(Furuichi i wsp., 1997; Balatsos i wsp., 2006), bierze udziat w eksporcie mRNA z jadra (Hamm
i Mattaj, 1990; Izaurralde i wsp., 1992; Jarmotowski i wsp. 1994; Izzauralde i wsp., 1995) i
pozostaje zwigzany z transkryptem podczas pierwszej rundy translacji (Ishigaki i wsp., 2001) i
degradacji na drodze NMD (ang. nonsense mediated mRNA decay) (Hosoda i wsp., 2005). Co
wzbudzilo moje najwicksze zainteresowanie, wykazano, ze u drozdzy i zwierzat kompleks
CBC wspomaga oddzialywanie Ul snRNP z miejscem splicingowym 5’ pierwszego intronu,
zwickszajac tym samym efektywnos¢ splicingu konstytutywnego (lzzauralde i wsp., 1994;
Ohno i wsp., 1987; Patzelt i wsp., 1987; Lewis i wsp., 1996; Lewis i wsp., 1996b). Co jednak
najwazniejsze, wptyw CBC na splicing potwierdzono réwniez w komorkach roslinnych. W
mutantach biatka CBP20 lub CBP80 obserwowano wzrost ilosci transkryptow z
pozostawionym, najczg$ciej niewycietym pierwszym intronem (Laubinger i wsp., 2008,
Szarzynska i wsp., 2009). Pytanie, ktore zadalam brzmiato: czy roslinny kompleks CBC
zaangazowany jest roéwniez w wybor alternatywnych miejsc splicingowych? Czy
kompleks ten moze promowa¢ skladanie spliceosomu na pierwszym intronie?

Aby odpowiedzie¢ na te pytania wykorzystatam liscie z 35-dniowych roslin mutantow
insercyjnych T-DNA Arabidopsis thaliana z unieczynnionymi genami CBP20 lub/i CBP80:
mutanty pojedyncze cbp20 i cbp80, oraz mutanta podwdjnego cbp20/80, ktory powstat ze
skrzyzowania dwoch mutantéw pojedynczych (Raczynska i wsp., 2010). Wyizolowany RNA
uzytam w reakcji RT-PCR z wykorzystaniem wspomnianej wyzej platformy AS RT-PCR.
Zmiany w poziomie alternatywnie sktadanych izoform w przynajmniej jednym z mutantow
zaobserwowatam w przypadku 101 analizowanych zdarzen. W 41% tych przypadkow zmiany
byty wspdlne u wszystkich trzech analizowanych mutantow, co sugerowato, ze wynikaty one z
zaburzenia sktadania kompleksu CBC. W przypadku wigc tych transkryptow to kompleks, a
nie poszczegdlne biatka CBP, jest bezposrednio zaangazowany w regulacje splicingu
alternatywnego. Analizy poziomu ekspresji tych transkryptoéw z wykorzystaniem dost¢pnych
danych mikromacierzowych nie wykazaty istotnych fluktuacji, wykluczajac wptyw
zmniejszonej stabilnosci pre-mRNA w mutantach CBC na poziom alternatywnie sktadanych
izoform. Analizujgc te zdarzenia splicingowe gl¢biej dostrzeglam, ze wigkszo$¢ zmian
obserwowanych u wszystkich trzech mutantow zlokalizowana jest w obrgbie intronu
potozonego najblizej struktury czapeczki, obecnej na koncu 5° pre-mRNA. Tak wigc roslinny,
jadrowy kompleks CBC promuje splicing alternatywny w obrebie pierwszego intronu, w
czym przypomina dzialanie zwierzecego kompleksu CBC podczas splicingu konstytutywnego.
Jako ze funkcja ta u zwierzat opiera si¢ na wzmacnianiu oddzialywania Ul snRNP z miejscem
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splicingowym 5°, sprawdzitam udzial zmienionych zdarzen splicingowych w analizowanych
mutantach cbp. Tak jak przypuszczatam, w obrebie pierwszego intronu najwigcej zmian
dotyczyto wyboru alternatywnego miejsca splicingowego 5°. Nie zauwazytam preferencji w
wyborze proksymalnego lub dystalnego miejsca splicingowego, co sugeruje, ze nie tylko
odlegto$¢ od struktury czapeczki ale tez sita poszczegdlnych miejsc splicingowych oraz
obecno$¢ innych sekwencji (wzmacniajagcych i wyciszajagcych) moze mie¢ znaczenie w
regulacji splicingu alternatywnego z udzialem kompleksu CBC. Warto w tym miejscu
wspomniec, ze stopien zachowawczos$ci sekwencji w miejscach splicingowych wptywa na site
oddziatywania z czgstkami rybonukleoprotein. U roslin zaobserwowano, ze im mniejsza
komplementarno$¢ w obrebie 9-nukleotydowej sekwencji zgodnej z U1 snRNA, tym wigksza
czestotliwos¢ alternatywnych zdarzen splicingowych. Jakkolwiek, pelna komplementarnosé¢
rowniez moze stymulowac splicing alternatywny, gdyz wtedy opoznione jest oddysocjowanie
Ul snRNP i spowolnione sg dalsze procesy sktadania spliceosomu (Baek i wsp., 2007).
Podsumowujac te cze¢$¢, zaproponowatam, ze roslinny jadrowy kompleks CBC promuje
wybor alternatywnych miejsc splicingowych 5° w obrebie pierwszego intronu,
zwiekszajac tym samym poziom alternatywnie skladanych transkryptow.

Co ciekawe, w analizowanych mutantach nie zauwazylam znaczacej akumulacji
transkryptow z pozostawionym, niewyci¢tym intronem pierwszym, OpiSywanej przez grupe
Weigel’a (Laubinger i wsp., 2008). Prawdopodobnie wynika to z roéznych podejs¢
eksperymentalnych: wykorzystanie naszej platformy pozwala na glebsze, bardziej precyzyjne
analizy niz ma to miejsce przy zastosowaniu mikromacierzy i umozliwia rozrdéznienie
konkretnych zdarzen splicingowych w danym intronie. Z kolei zmiany, jakie zaobserwowatam,
dotyczace zdarzen zlokalizowanych w dalszych i ostatnich intronach, moga wynikaé¢ z
posredniego wplywu biatek CBP na ekspresj¢ innych czynnikéw splicingowych lub z
oddziatywan przestrzennych pomigdzy czynnikami. Warte wspomnienia jest rowniez to, ze
wsrod pozostatych, zmienionych zdarzen, najwiecej zmian obserwowalam w ro$linach z
mutacja biatka CBP80, co sugeruje, ze to wlasnie ta podjednostka kompleksu, przypuszczalnie
stanowigca platforme¢ oddziatywania z innymi czynnikami splicingowymi, ma wigkszy wptyw
na splicing alternatywny niz biatko CBP20. Obserwacje te koreluja z innymi doniesieniami
naszej grupy wskazujacymi, ze w komorkach ros§linnych CBP20 jest niestabilne poza
kompleksem CBC. Mutant cbp80 odpowiada wiec niejako mutantowi podwojnemu
cbp20/cbp80 (Kierzkowski i wsp., 2009).

Podsumowujac, w pracy Raczynska i wsp., 2010 pokazaliSmy po raz pierwszy wplyw
jadrowego kompleksu CBC na splicing alternatywny, skoncentrowany glownie, podobnie
jak w przypadku splicingu konstytutywnego, na pierwszym intronie i oddziatywaniu U1l snRNP
z miejscem donorowym. Taka funkcja kompleksu CBC nie byla dotychczas opisana ani w
swiecie roslin, ani w $wiecie zwierzat, skad pierwsze doniesienia na ten temat pojawity si¢
dopiero w 2011 roku (Lenasi i wsp., 2011).

Co ciekawe, w pracy Laubinger i wsp., 2008 pokazano, ze podobny wplyw na
zahamowanie splicingu konstytutywnego, co kompleks CBC, ma biatko SE (SERRATE) -
istotny czynnik w szlaku biogenezy roslinnych miRNA (Grigg i wsp., 2005; Lobbes i wsp.,
2006; Yang i wsp., 2006; Dong i wsp., 2008; Rogers i Chen, 2013). Co wigcej, zarowno W
komorkach roslin jak i zwierzat SE i jego ludzki homolog, biatko Ars2, lokalizowano w
ciatkach jadrowych, bogatych w czynniki splicingowe (Fang i Spector, 2007; Gruber i wsp.,
2009). Wspdlny mianownik miedzy opisywanymi biatkami wyznacza tez fakt, ze podobnie jak
w mutancie roslinnym z unieczynnionym biatkiem SE, w mutantach cbp obserwowano
obnizony poziom dojrzatych miRNA przy jednoczesnej akumulacji ich prekursorow (Gregory
I wsp., 2008; Kim i wsp., 2008; Laubinger i wsp., 2008). Co wigcej, fenotyp pojedynczych
mutantow biatek kompleksu CBC (cbp20, cbp80) i podwdjnego mutanta (cbp20/80) oraz
mutanta z niefunkcjonalnym biatkiem SE jest dosy¢ podobny: rosliny wykazuja opdznione
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kwitnienie, zagbkowanie lisci i nadwrazliwos$¢ na kwas abscysynowy (Hugouvieux i wsp., 2001;
Bezzera i wsp., 2004; Papp i wsp., 2004; Grigg i wsp., 2005). Z uwagi wi¢c na naktadajace si¢
funkcje CBC i SE w splicingu konstytutywnym i dojrzewaniu miRNA u ro$lin, kolejne pytania,
jakie zadalam, brzmiaty: czy bialko SE moze regulowaé splicing alternatywny? Czy SE
oddzialuje z bialkami kompleksu CBC? Uzyskane odpowiedzi opisatam w kolejnej pracy,
Raczynska i wsp., 2014.

W celu analizy wzajemnych oddziatywan wykorzystaliémy technike mikroskopowg BIFC
(ang. Bimolecular Fluorescence Complementation), ktorg przeprowadziliSmy we wspolpracy z
Zaktadem Biologii Molekularnej i Komoérkowej IBMiB UAM, oraz technike¢ ,,pull down”.
Rezultaty tych eksperymentow wykazaly, ze biatko SE kolokalizuje i oddzialuje w jadrze
komoérkowym zarowno z biatkiem CBP20 jak i CBP80. Wyniki te potwierdzitam nastgpne
technika immunoprecypitacji, do ktorej uzytam ekstrakty biatkowe izolowane z roslin
wykazujacych nadekspresje biatek FLAG-CBP oraz FLAG-SE. Podobnie, ludzki homolog SE,
biatko Ars2, oddziatuje z biatkami kompleksu CBC w jadrze komorek ludzkich (Gruber i wsp.,
2009). Nasze wyniki odbiegaly jednak nieco od wczesniejszych doniesien z komorek
roslinnych, w ktérych pokazano, ze biatko SE oddzialuje tylko z mniejsza podjednostka
kompleksu - CBP20 (Wang i wsp., 2013). We wspomnianych analizach nie uwzglgdniono
jednak wszystkich mozliwych kombinacji eksperymentalnych, uzyskujac w efekcie fatszywie
negatywne wyniki. Podsumowujac, w niniejszej pracy pokazaliSmy po raz pierwszy
oddzialywanie bialka SERRATE z obydwoma bialkami kompleksu CBC, CBP20 i
CBP80, w jadrze komorek roslinnych.

Aby odpowiedzie¢ na inne, nurtujace nas pytanie, czy biatko SE, podobnie jak biatka
kompleksu CBC, reguluje splicing alternatywny, wykorzystali§my ponownie nasza platforme
AS RT-PCR. Eksperyment wykonatam na materiale pochodzacym z mutanta se-1, gdzie 7-
nukleotydowa delecja w obrgbie genu SE prowadzi do powstania niefunkcjonalnego,
skroconego biatka SE. W mutancie se-1 w porownaniu do rosliny dzikiej zmiany w poziomie
alternatywnie  ztozonych  transkryptow  zaobserwowatam w ~25%  wszystkich,
przeanalizowanych przypadkow. Dodatkowo, wykorzystujac rosliny z nadekspresja biatka
FLAG-SE i przeciwciat anty-FLAG wykonatam eksperyment typu immunoprecypitacji RNA
(RIP, ang. RNA immunoprecipitation) dla 6 losowo wybranych genéw i wykazatam, ze SE
moze bezposrednio wigza¢ pre-mRNA, ktorych alternatywny splicing reguluje. Kolejne
analizy, jakie przeprowadzitam, potwierdzily, Zze SE, podobnie jak bialka CBP, wplywa
preferencyjnie na wybor alternatywnego miejsca donorowego w obrebie pierwszego
intronu. Podobnie jak w przypadku CBC, nie zaobserwowatam preferencji w wyborze
proksymalnego lub dystalnego miejsca splicingowego. Co jednak istotne, 1/3 zmian w profilu
splicingu alternatywnego obserwowanych w mutancie se-1 pokrywata si¢ ze zmianami
obserwowanymi w mutantach kompleksu CBC, zmiany te dotyczyly preferencyjnie zdarzen
typu Alt 5’ss zlokalizowanych w pierwszym intronie. Natomiast wsérod zdarzen, ktore byty
zmienione jedynie w mutancie se-1, nie zaobserwowatam takiej korelacji. Wskazuje to na dwa
aspekty: 1) zarowno SE jak i biatka CBP nie s3 generalnymi czynnikami splicingowymi, jako
ze kazdy z nich reguluje splicing alternatywny wybranej grupy transkryptow, prawdopodobnie
oddziatujac rowniez z innymi faktorami; 2) profil zmian obserwowanych w mutantach cbp i se-
1 i wzajemne oddzialywanie tych biatek wskazuje, ze dla pewnej grupy genéw kompleks
CBC i SE dzialaja w sposob skoordynowany promujac wybor alternatywnego miejsca
splicingowego 5’ w pierwszym intronie.

Weciaz jednak nierozstrzygnigta pozostala kwestia, w jaki sposob SE reguluje splicing
alternatywny pozostatych transkryptow. Zadatam wigc pytanie, czy inne bialka, zwigzane z
biogeneza roslinnych miRNA, sa rowniez zaangazowane, wraz z SE, w regulacje splicingu
alternatywnego?
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Kolejne analizy z wykorzystaniem platformy AS RT-PCR wykonatam na materiale
pochodzacym z mutantow biatek HYL1 (ang. HYPONASTIC LEAVES 1) i DCL1 (ang.
DICER-LIKE 1) - istotnych czynnikow szlaku dojrzewania roslinnych miRNA, o ktorych
wiadomo, ze oddziatuja z SE (Yang i wsp., 2006; Fujioka i wsp., 2007). Mutant hyl1-2 to
mutant insercyjny T-DNA, pozbawiony biatka HYL1; mutant dcl1-7 to mutant z mutacja
punktowg genu DCL1 w obrebie domeny helikazowej biatka, ktora prowadzi do powstania
niefunkcjonalnego katalitycznie biatka DCL1. Ws$ro6d 122 zmian w poziomie alternatywnie
sktadanych izoform, jakie zaobserwowatam, tylko 9 okazato si¢ by¢ takich samych u
wszystkich trzech mutantow: se-1, hyl1-2 i dcl1-7. Glebsze analizy pozwolity na wysunigcie
dwoch, najwazniejszych wnioskow: 1) podobne zmiany obserwowane u wszystkich trzech
mutantow nie wykazywaty preferencji w wyborze miejsc splicingowych; 2) wigkszo$¢ zmian
obserwowalam u pojedynczych mutantow, co wskazuje, ze chociaz SE, HYL1 i DCL1
wpltywaja na splicing alternatywny, obserwowany efekt jest prawdopodobnie posredni,
niezwigzany z udziatlem dojrzatych czasteczek miRNA. Podsumowujac, efekt, jaki na splicing
alternatywny wywieraja biatlka CBP i SE w kompleksie, ma inne podloze niz wplyw
wywierany przez pozostale bialka szlaku biogenezy miRNA. Przypuszczamy, ze funkcje
regulatorowe moglyby, na przyktad, petni¢ mate RNA nieprawidlowo wycinane z prekursorow
na skutek zaburzonego szlaku biogenezy miRNA Iub inne mate RNA ktorych dojrzewanie
réwniez moze zaleze¢ od biatek HYL1, SE i DCL1. Takie czasteczki moglyby nakierowywaé
jedng z alternatywnych izoform do degradacji, podobnie do roli jakg pelnig miRNA i SiRNA.
Badania pod tym katem sa obecnie kontynuowane w Zaktadzie Ekspresji Genow.

Podsumowujac nasze podejécie badawcze - platforma AS RT-PCR jest dobrym i wcigz
stosowanym narzg¢dziem do analiz splicingu alternatywnego na mniejszg skale (Schlaen i wsp.,
2015, Simpson i wsp., 2016). Cho¢ narzgdzie to nie pozwala na globalng analiz¢ jaka mozemy
uzyska¢ z zastosowaniem macierzy splicingowych (macierze zaprojektowane na egzony lub
potaczenia egzon-intron), czy wysokoprzepustowego sekwencjonowania transkryptomu, liczba
mozliwych do analizowania zdarzen jest na tyle wysoka by wskaza¢ generalny kierunek, w
jakim dane biatko reguluje splicing alternatywny (Raczynska, i wsp., 2010; Raczynska i wsp.,
2014; Simpson i wsp., 2016). Ponadto, pozwala na glebsze analizy niz ma to miejsce przy
zastosowaniu mikromacierzy, umozliwiajac rozrdéznienie konkretnych zdarzen splicingowych
w danym intronie. Proponowanym przez nas rozszerzeniem jest systematyczne
dokumentowanie wszystkich uzyskanych w RT-PCR form splicingowych (poprzez ich
klonowanie i sekwencjonowanie), co stanowi klucz do pelnej identyfikacji alternatywnie
sktadanych izoform w komorkach roslinnych.

Podsumowujgc natomiast najwazniejsze Wyniki mojego osiggnigcia naukowego,
wykazalam, Ze:

e bialka jadrowego kompleksu CBC oraz biatko SERRATE reguluja splicing alternatywny
wybranych gendéw Arabidopsis thaliana, promujac wybor alternatywnych miejsc
splicingowych 5 w obrgbie pierwszego intronu,

e biatko SE oddziatuje z biatkami CBP20 i CBP80 w jadrze komorkowym Arabidopsis
thaliana; kompleks CBC/SE wspoélnie reguluje splicing alternatywny wybranej grupy
genow,

e wplyw dziatania kompleksu CBC/SE na splicing alternatywny jest r6zny od wptywu, jaki
na splicing alternatywny wywieraja inne biatka szlaku biogenezy miRNA.

Osiagnigcie naukowe obejmuje cykl trzech prac, ktoérych sumaryczny wspotczynnik
wptywu IF (zgodny z rokiem opublikowania) wynosi 16,948, a liczba punktow MNISW
wynosi 80. W ich sktad wchodzg dwie oryginalne prace eksperymentalne, opublikowane w
czasopismie Nucleic Acids Research, znajdujacym si¢ w bazie Journal Citation Reports.
Laczna liczba cytowan na chwilg obecng wynosi 42. W obu publikacjach jestem pierwszym
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autorem, ktory mial decydujacy wptyw na ich powstanie wykonujac wigkszo$¢ analiz i prac
eksperymentalnych oraz piszac oba manuskrypty. W pracy przegladowej stanowigcej rozdziat
w ksigzce ,,Na pograniczu chemii i biologii” jestem jedynym autorem.
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5. Omowienie pozostalych osiggnie¢ naukowo-badawczych

Moj dorobek naukowy nalezacy do pozostatych osiagnie¢, niezwigzanych z publikacjami
do przewodu habilitacyjnego, obejmuje 9 prac, w tym 4 prace eksperymentalne (Rurek i wsp.,
2003; Pawlowski i wsp., 2005; Raczynska i wsp., 2006; Raczynska i wsp., 2015) i 5 prac
przegladowych (Raczynska i Augustyniak, 2003; Raczynska i Augustyniak, 2005;
Raczynska i Augustyniak, 2007; Simpson i wsp., 2008, Simpson i wsp., 2010).

Glowny nurt mojej pracy naukowo-badawczej prowadzonej do czasu uzyskania stopnia
doktora dotyczyl badan zwigzanych z biologia molekularng mitochodriow roslinnych, ktory to
temat rozpocze¢tam juz na studiach, podczas wykonywania pracy magisterskiej w Zaktadzie
Biologii Molekularnej Roslin (obecnie Zaktad Biologii Molekularnej i Komoérkowej ) IBMiB
UAM pod kierunkiem prof. dr hab. Haliny Augustyniak. Z tym okresem $cisle wigza si¢ 3 prace
doswiadczalne (Rurek i wsp., 2003; Pawlowski i wsp., 2005; Raczynska i wsp., 2006) oraz 3
prace przegladowe (Raczynska i Augustyniak, 2003; Raczynska i Augustyniak, 2005,
Raczynska i Augustyniak, 2007). W tym czasie wspotpracowatam z grupg dr José Gualberto
z Institut de Biologie Moléculaire des Plantes du CNRS, w Strasbourgu we Francji. Tematyka
mitochodriow roslinnych byta prowadzona w Zaktadzie Biologii Molekularnej Ro$lin od wielu
lat, mitochondria stanowig bowiem niezwykle ciekawy obiekt badawczy nie tylko ze wzgledu
na swojg istotng funkcje¢ ale rowniez na ztozony 1 bardzo mato poznany genom.

Mitochondria s3 uwazane za ,centra energetyczne” komorek eukariotycznych.
Dominujacg funkcjg tych organelli jest bowiem wytwarzanie wysokoenergetycznego
przeno$nika energii - czasteczki ATP. Stopniowe uwalnianie i gromadzenie energii odbywa si¢
wzdluz zlokalizowanego na wewngtrznej btonie mitochondrialnej tancucha oddechowego,
ktéry jest zespotem oksydacyjno-redukcyjnych przenosnikow uszeregowanych wedtug
wzrastajacego powinowactwa do elektronow. Co interesujace, mitochondria posiadajg whasny,
ulegajacy ekspresji materiat genetyczny, ktory, w poréwnaniu do genomu mitochondrialnego
zwierzat 1 grzybow, charakteryzuje si¢ znaczna wielko$cig oraz zmienno$cig organizacji i
sktadu w obrebie gatunkow. W mitochondrialnym DNA (mtDNA) roslin wyzszych
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zidentyfikowano 50-60 genow, co stanowi srednio tylko 10% catego genomu; pozostatg czesé
obejmujg sekwencje powtdrzone, pseudogeny, introny, fragmenty sekwencji przeniesionych z
jadra 1 chloroplastow oraz sekwencje o nieznanej jeszcze funkcji. Geny mitochondrialne
stanowig sekwencje kodujace okoto 20 czgsteczek tRNA, trzech rRNA oraz 35 biatek, wsrod
ktorych najliczniejsza grupe stanowig geny nad, kodujace podjednostki kompleksu I tancucha
oddechowego - oksydoreduktazy NADH:ubichinon (Bendich, 1996; Janska i Woloszynska,
1997; Burger i wsp., 2003; Knoop, 2004).

Gtowny cel badawczy realizowany wowczas w Zaktadzie Biologii Molekularnej Ro$lin
krystalizowat si¢ wokol procesu biogenezy mitochondriow roslinnych z uwzglednieniem
warunkOw stresu temperaturowego oraz analizy poziomu ekspresji wybranych genoéw
kodujacych podjednostki kompleksu 1. W okresie mojej pracy badawczej wiele genomow
mitochondrialnych zostalo juz zsekwencjonowanych, w tym mtDNA roslin: Marchantia
polymorpha (Oda i wsp, 1992), Arabidopsis thaliana (Unseld i wsp., 1997), Beta vulgaris
(Kubo i wsp., 2000), Oryza sativa (Notsu i wsp., 2002), Brassica napus (Handa, 2003), Zea
maize (Clifton i wsp., 2004), Nicotiana tabacum (Sugiyama i wsp., 2005) i Triticum aestivum
(Ogihara i wsp., 2005). Znajomo$¢ genomow pozwolita na przeprowadzenie wstepnych analiz
poréwnawczych. | tak, okazato sig, ze lokalizacja genow nad w mtDNA jest dosy¢ nieokreslona
i wykazuje zrdéznicowanie nawet u spokrewnionych organizméw. Pordéwnanie poznanych
sekwencji ujawnito natomiast duzy stopien homologii w obrgbie sekwencji kodujacych;
zachowawczo$¢ wykazuja tez miejsca redagowania. Duzg zmienno$cig charakteryzuja sie
natomiast sekwencje niekodujace, a wsrdd nich rejony 5S’UTR i 3’UTR genow. Ponadto,
okazato si¢, ze MRNA genéw nad moze wchodzi¢ w sktad réznych jednostek transkrypcyjnych
lub ko-transkrypcyjnych (Haouazine i wsp., 1993; Itchoda i wsp., 2002).

Liczba pojawiajacych si¢ transkryptow mitochondrialnych zalezy w duzej mierze od
wydajnosci transkrypcji, ktorej przebieg ma Scisty zwigzek z budowa promotoréw i liczba kopii
genu (Kiihn i wsp., 2005). Na poziom stabilnych transkryptoéw wptywajg rowniez procesy
potranskrypcyjne, obejmujace: Cis i trans splicing, redagowanie RNA oraz obrobke koncow 5’
i 3° (Giege i wsp., 2000; Giege i Brennicke, 2001; Hoffmann i wsp., 2001; Binder i Brennicke,
2003). Poziom stabilnych RNA zalezy rowniez od wystgpowania specyficznych struktur i
sekwencji w rejonie 3°’UTR. Za czynnik stabilizujacy przyjmuje si¢ obecnos$¢ na koncu 3’
sekwencji odwrotnie powtorzonych, tworzacych struktury petli. Natomiast, czynnikiem
destabilizujacym mitochondrialny mRNA ro$lin jest dotaczanie do konca 3’ ogondéw
poliadenylowanych, co zwigksza podatno$¢ transkryptu na dziatanie nukleaz i indukuje jego
degradacje. Wiele zagadnien zwigzanych z dojrzewaniem i stabilno$ciag transkryptow, oraz
zaangazowanych w te procesy biatek omowilam w pracy przegladowej ,,Wplyw dojrzewania
mitochondrialnych transkryptow roslin na ich stabilno$¢” (Raczynska i Augustyniak, 2003).

Podsumowujac, liczne rearanzacje DNA, specyficzna budowa niektérych gendéw, oraz
ztozone procesy dojrzewania mRNA utrudniajg czesto interpretacje obrazu mitochondrialnych
transkryptow roslin. W cyklu doswiadczen opisanych w publikacji Rurek i wsp., 2003
podjelismy si¢ proby zbadania organizacji genow nadé i nad9 w mtDNA wybranych gatunkow
lubinu 1 okreSlenia transkryptow tych gendéw. Analizy zostaly przeprowadzone z
wykorzystaniem etiolowanych siewek czterech gatunkow tubinu: tubinu zéttego (Lupinus
luteus), tubinu biatego (L. albus), tubinu waskolistnego (L. angustifolius) oraz tubinu
andyjskiego (L. mutabilis). Wykazalismy, ze sekwencja nukleotydowa nad6 i nad9 oraz
organizacja obu genow w genomie mitochondrialnym rodzaju Lupinus jest silnie zachowawcza.
Ponadto, oba geny syntetyzowane sa jako monocistronowe transkrypty niezaleznie od
analizowanej tkanki (hipokotyle, korzenie, kalus, kultury zawiesinowe). Wyniki te
kontrastowaly z dotychczasowymi doniesieniami, ktore opisywaly zmienng lokalizacje tych
genow w  MIDNA roslin nasiennych oraz zréznicowang budowe ich jednostek
transkrypcyjnych. (Kubo i wsp., 2000; Notsu i wsp., 2002; Lu i Hanson, 1996; Nakazono i
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wsp., 1996). Analizy stopnia redagowania mRNA genu nad6 i nad9 wskazaty niewielkie
zroznicowanie u réznych przedstawicieli rodzaju Lupinus. Analiza miejsca startu transkrypcji
wykazata natomiast, ze promotor genu nad9 wykazuje zréoznicowang budow¢ w tubinie zottym
w poréwnaniu do tubinu waskolistnego, co wptywa na odmienny obraz startu transkrypcji nad9
we wspomnianych gatunkach. Zasugerowalismy, ze zmienno$¢ ta moglaby zostaé
wykorzystana jako molekularny marker stuzacy w studiach populacyjnych do rozréznienia
niektorych gatunkow tubinéw. Opisywana praca przedstawiala po raz pierwszy bardziej
calosciowy obraz transkrypcji mitochondrialnych genéw nad, na przyktadzie genow nad6 i
nad9, u przedstawicieli rodziny motylkowatych.

Warto w tym miejscu wspomnie¢, ze niedawno zidentyfikowano biatko odpowiedzialne za
dojrzewanie konca 5’ genu nad6 rzodkiewnika, nalezace do rodziny bialek wigzacych kwasy
nukleinowe - biatek PPR (Hauler i wsp. 2013). Nazwa tych biatek pochodzi od wystepowania
w nich 2-26 zdegenerowanych, 35-aminokwasowych powtorzen (ang. pentatricopeptide
repeat) utozonych tandemowo przynajmniej w jednej parze (Small i Peeters, 2000). Biatka PPR
s szczegblnie rozpowszechnione u roslin wyzszych (okoto 450 zidentyfikowanych bialek), a
zlokalizowane sg w wigkszosci w mitochondriach i chloroplastach, gdzie peinig réznorakie
funkcje zwigzane z metabolizmem RNA: redagowanie, splicing czy dojrzewanie transkryptow.
Charakterystyke ich budowy 1 znane 6wcze$nie funkcje biatek PPR szerzej opisalam w pracy
przegladowej ,,Biatka PPR wiazace kwasy nukleinowe” (Raczynska i Augustyniak, 2005).

W kolejnych latach mojej pracy naukowej skoncentrowatam swoje badania na innym
materiale - kalafiorze. Byto to podyktowane tym, ze genom mitochondrialny gatunkow blisko
spokrewnionych, w tym Arabidopsis thaliana i Brassica napus byt juz znany (Unseld i wsp.,
1997; Handa, 2003), co utatwiato ewentualne poréwnanie sekwencji mitochondrialnych DNA,
a co stanowito duzy problem przy analizach mtDNA tubinu. Ponadto, zawigzki kwiatostanow
kalafiora okazaly si¢ bogatym zrédlem sprzezonych mitochondriow o wysokim stopniu
czystosci. W okresie tym uczestniczylam w eksperymentach majacych na celu wstepne
scharakteryzowanie proteomu mitochondrialnego Brassica oleracea var. botrytis (Pawlowski
i wsp., 2005). Frakcje biatek btonowych i bialek rozpuszczalnych analizowane byly w
warunkach dwukierunkowej elektroforezy taczacej ogniskowanie izoelektryczne z rozdzialem
w denaturujagcym zelu poliakrylamidowym (IEF/ SDS-PAGE). Uzyskane mapy proteomu
mitochondrialnego Kkalafiora porownalismy z dostgpnymi danymi odno$nie proteomu
mitochondrialnego A. thaliana (Kruft i wsp., 2001; Millar i wsp., 2001). Mapy obu proteomow
okazaly si¢ by¢ bardzo podobne, udato si¢ nawet wytypowa¢ 30 biatek mitochondrialnych
kalafiora begdacych przypuszczalnymi homologami odpowiednich biatek mitochondrialnych
rzodkiewnika. Nalezy podkresli¢, ze analizowany przez nas proteom mitochondrialny kalafiora
byl wowczas pierwszym opublikowanym proteomem mitochondrialnym przedstawiciela
rodzaju Brassica i drugim proteomem mitochondrialnym przedstawiciela rodziny Brassicaceae.
Warto réwniez wspomnie¢, ze stopien ztozonosci roslinnego proteomu mitochondrialnego jest
wcigz zagadnieniem dyskusyjnym; uwaza si¢, ze moze on zawiera¢ przynajmniej 1500 réznych
biatek (Taylor i wsp., 2011).

Do najwazniejszej publikacji mojego dorobku z tego okresu zaliczam prace bezposrednio
zwigzang z pobytem w Institut de Biologie Moléculaire des Plantes w Strasbourgu (Francja).
Wizyty tam odbywatam w 2003-2004 roku w ramach dwoch, trzymiesigcznych grantow
przyznanych mi przez fundacj¢ EMBO i1 FEBS, oraz dwoéch krotkoterminowych pobytow
(opisane w zalaczniku nr 3). Publikacja (Raczynska i wsp., 2006) powstata w wyniku
wspoOtpracy z dwiema grupami badawczymi tego osrodka, kierowanymi przez dr Géraldine
Bonnard 1 dr José¢ Gualberto. Podje¢liSmy w niej probe charakterystyki ekspresji
mitochondrialnych genéw nad6 i ccmC kalafiora i rzodkiewnika na poziomie RNA i biatka.
Nalezy podkresli¢, ze w trakcie tych analiz sekwencja genomu mitochondrialnego kalafiora nie
byta wciaz jeszcze znana - opublikowana zostala dopiero niedawno (Grewe i wsp., 2014;
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Tanaka i wsp., 2014). Szersza charakterystyka rejonow 5’UTR genoéw mitochondrialnych
Arabidopsis thaliana réwniez zostata opisana dopiero w pdzniejszym okresie (Kiihn i wsp.,
2009). Wszystkie wyniki badan uzyskane w naszej pracy byly wigc pierwszymi doniesieniami
na temat budowy transkryptow mitochondrialnych genow nad kalafiora w literaturze.

Jedng z analiz przeprowadzonych w celu blizszej charakterystyki mitochondrialnych
gendow kalafiora (mi¢dzy innymi nad6, nad9 i ccmC) byto okreSlenie sekwencji rejonow
3’UTR, z zastosowaniem techniki cRT-PCR (ang. circular RT-PCR). Podczas tych analiz
zauwazytam, ze 3° koniec transkryptu genu nad6 znajduje si¢ w obrgbie sekwencji kodujacej
genu, powyzej kodonu stop. Skrocony transkrypt byt obecny w materiale izolowanym zar6wno
z mitochondriow kalafiora jak i Arabidopsis thaliana. W kolejnych analizach wykluczytam
wplyw redagowania, obecno$¢ dodatkowego egzonu czy poliadenylacji w powstawaniu
alternatywnego kodonu stop oraz nie wykazatam tkankowo-specyficznych réznic w obrazie
dojrzewania transkryptow genu nad6 kalafiora ani rzodkiewnika. Taka sytuacja byta
wyjatkowa - zarowno W przypadku pszenicy (Haouazine i wsp., 1993) jak i r6znych gatunkow
hubinu (moje nieopublikowane dane) transkrypt genu nadé identyfikowany byt jako mRNA
petnej dtugosci, posiadajacy kodon stop. Natomiast, podobny obraz skroconego transkryptu
genu nad6 opisano dopiero p6zniej w mtDNA stonecznika (Placido i wsp., 2009). Wreszcie,
wykorzystujac ultrawirowanie kompleksow zawierajacych transkrypty mitochondrialne w
gradiencie sacharozowym stwierdzitam, ze mRNA genu nad6 oddziatuje z frakcja polisomoéw
0 wysokiej masie czasteczkowej, co sugerowato, ze transkrypt taki moze podlegaé translacji
prowadzac do syntezy skroconego o 5-6 aminokwasoéw biatka NAD6. Réwnolegle, podobne
obserwacje poczyniliSmy analizujac transkrypt genu biatka biogenezy cytochromu C, ccmC
rzodkiewnika, ktory roéwniez konczyt si¢ przed kodonem stop i byt identyfikowany na
polisomach. Mimo, ze obecnos¢ transkryptow na polisomach nie jest jeszcze bezposrednim
dowodem na zachodzenie translacji, przypuszczaliSmy, ze biatka te sg syntetyzowane, jako ze
oba sg silnie zakonserwowane w $wiecie ozywionym 1 niezbedne dla prawidtowego
funkcjonowania komorek. Ponadto, dzieki dostepnosci specyficznych przeciwcial anty-CecmC
bylismy w stanie wykaza¢ obecno$¢ we frakcji mitochondrialnych biatek Arabidopsis sygnatu,
ktérego masa czasteczkowa odpowiadata teoretycznej wielkosci biatka syntetyzowanego z
wykorzystaniem transkryptow ccmC nie zawierajacych kodonu stop. Reasumujac, opisaliSmy
wowczas po raz pierwszy obecnos¢ w genomie mitochondrialnym roslin wyzszych
funkcjonalnych transkryptow, ktére mimo braku kodonu stop wigza si¢ do polisomow i
prawdopodobnie sg przepisywane na biatka. Praca (Raczynska i wsp., 2006) jest bardzo dobrze
cytowana, co podkresla jej pionierski charakter na tym polu. Jedyna, do tego czasu podobna
obserwacja pochodzita z badan nad mitochondriami komérek ludzkich, gdzie zidentyfikowano
skrocony, pozbawiony kodonu stop transkrypt genu atp6, ktory pozostawat stabilny 1 podlegat
translacji oraz wbudowaniu w funkcjonalny kompleks V - syntaze¢ ATP (Chrzanowska-
Lightowlers i wsp., 2004).

Wciaz niejasne pozostaje, jak takie transkrypty bez kodonu stop uwalniane sg z
rybosomow, sugerowali$my nawet mechanizm trans-translacji podobny do tego,
wystepujacego w komorkach bakterii, wykorzystujacy czasteczke tmRNA (ang. transfer-
messanger RNA). W tym jednak mechanizmie polipeptydy uwalniane z rybosomow sa
kierowane do degradacji (opisane szerzej w pracy przegladowej Raczynska i Augustyniak,
2007). Podobnie, w przypadku transkryptéw pozbawionych kodonu stop w komorkach drozdzy
i ssakow translacja jest wczesnie hamowana, a skrocone transkrypty i wadliwe polipeptydy po
uwolnieniu z rybosomow sg degradowane (Frishmeyer i wsp., 2002, van Hoof, 2002 i wsp.,
Akimitsu 1 wsp., 2007; Inada, 2013). Wiele zagadnien zwigzanych z degradacja
nieprawidlowych transkryptéw omowitam we wspomnianej wyzej pracy przegladowej
(Raczynska i Augustyniak, 2007). Opisatam znane wowczas szlaki degradacji prawidtowych
transkryptow w komoérkach zwierzecych, roslinnych i drozdzowych. Nastgpnie, przedstawitam
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mechanizmy rozpoznawania transkryptow wadliwych, posiadajacych przedwczesny kodon
stop 1ich degradacj¢ na drodze NMD. Wreszcie, opisatam mechanizm degradacji transkryptow
bez kodonu stop w komdrkach bakteryjnych z udziatem czasteczki tmRNA.

W okresie tym rozpoczgtam juz prace w nowej grupie badawczej, w Zaktadzie Ekspresji
Genow Instytutu Biologii Molekularnej i Biotechnologii, pod kierunkiem prof. dr hab. Zofii
Szweykowskiej-Kulinskiej i prof. dr hab. Artura Jarmotowskiego. Praca moja koncentrowata
si¢ wowczas na procesie splicingu alternatywnego i1 zostata szeroko opisana w ramach
osiggniecia habilitacyjnego. Warto jednak w tej czgsci wspomnie¢ o dwoch pracach
przegladowych, jakie si¢ rowniez pojawity w tym czasie, ktérych bytam wspotautorem. W roku
2008 powstala praca opisujaca dotychczasowy stan wiedzy na temat zdarzen splicingu
alternatywnego zachodzacych u ro$lin, ich znaczenia i sposobow detekcji (Simpson i wsp.,
2008). OpisaliSmy w niej system monitorowania poziomu alternatywnie sktadanych izoform
czyli platform¢ AS RT-PCR zawierajaca ponad 400 par starterow, ktora zostata stworzona
pierwotnie w SCRI i uzupetliona potem réwniez o zestaw starterow, ktore zaprojektowatam w
Poznaniu (Simpson i wsp., 2008b). W kolejnej pracy przegladowej (Simpson i wsp., 2010)
opisaliSmy szerzej biatka regulujace splicing alternatywny u roslin, wlaczajac biatka z rodziny
SR oraz biatka kompleksu CBC (doniesienie naszej grupy opisane w pracy Raczynska i wsp.,
2010). Ponadto, opisaliSmy zwigzek pomiedzy splicingiem alternatywnym a NMD,
prowadzacy do regulacji poziomu alternatywnych izoform z przedwczesnym kodonem stop.

W pazdzierniku 2010 roku rozpoczetam staz podoktorski w Zaktadzie Biologii Komorki
na Uniwersytecie Bernenskim w Szwajcarii, pod kierunkiem profesora Daniela Schiimperli.
Ten $wiatowe] stawy naukowiec zaproponowal mi wspodlprace w tematyce zwigzanej z
dojrzewaniem konca 3’ transkryptow genow zachowawczych histonow rdzeniowych w
komorkach ludzkich. W okresie tym, wciaz koncentrujac si¢ na jakze bliskiej mi tematyce RNA
oraz analizy potranskrypcyjnych procesow dojrzewania mRNA, zmieniatam wiec catkowicie
materiat badawczy — rozpoczegtam prace na komorkach ludzkich HEK293T i HeLa. Powodow
takiego dziatania bylo kilka. Najwazniejsze z nich to, po pierwsze, rozwini¢cie mojego
warsztatu badawczego. Podczas stazu  doktorskiego zdobylam ogromng wiedzg
eksperymentalng dotyczaca ludzkich linii komorkowych, ich hodowli, transformacji czy
synchronizacji komorek, co pozwolito mi ptynnie przejs¢ z badan na roslinach do badan na
komorkach zwierzecych. Dodatkowo, poszerzatam swoja wiedz¢ na temat roznych
mechanizmow biochemicznych, ktére do tej pory analizowalam gléwnie w komorkach
ro$linnych, o aspekt zwierzecy. Praca w dobrym laboratorium pod okiem wySmienitego
naukowca, jakim jest profesor Daniel Schiimperli, i jego grupy badawczej pozwolita mi na
znaczne rozwinigcie si¢ w tym obszarze. Drugim powodem, rownie istotnym, bylo znalezienie
obszaru badawczego w rozbudowanym $wiecie badan molekularnych RNA, ktory w
przysztos$ci miataby umozliwi¢ mi stworzenie wlasnej grupy badawczej, skoncentrowanej na
tematyce, ktorg rozpoczelam podczas stazu podoktorskiego i kontynuuje do dzis. Opisane
ponizej, uzyskane do tej pory wyniki 1 sukcesy, jakie odniostam, pozwalaja mi $mialo
stwierdzi¢, ze droga, ktora wybratam jest stuszna.

Ekspresja genow zachowawczych histonéw rdzeniowych (histony H2A, H2B, H3 i H4
oraz histon tacznikowy H1) w komodrkach Metazoa jest regulowana cyklem komorkowym.
Aktywacje transkrypcji, wydajnego dojrzewania konca 3’ 1 zwigkszong stabilnos¢ histonowych
mRNA obserwujemy na granicy faz G1/S. W efekcie poziom histonowych transkryptéw
wzrasta ~35-krotnie w fazie replikacji (faza S), gdy zapotrzebowanie na histony, wymagane do
upakowania nowo zsyntetyzowanego DNA, jest najwigksze (Liischer i Schiimperli, 1987;
Harris i wsp., 1991). Pod koniec fazy S, kiedy ilos¢ histonowych biatek musi by¢ zredukowana,
ekspresja tych genow zostaje zahamowana. Taka $cista regulacja gwarantuje wysoki poziom
histonéw na potrzeby upakowania nowo zsyntetyzowanego DNA i zapobiega toksycznemu
gromadzeniu si¢ nadmiaru biatek poza faza S, kiedy nie sg one juz potrzebne. Deregulacja moze
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prowadzi¢ do zaburzen w ekspresji innych gendow, zatrzymania cyklu komorkowego (areszt
komorki) czy niestabilno$ci chromosomow.

Wsrod istotnych czynnikéw regulujacych ekspresje histonowych gendéw jest czynnik
transkrypcyjny NPAT, ktory aktywuje transkrypcje oddziatujgc z promotorami genow
histonowych w fazie S (Ma i wsp., 2000). Wzrost wydajnosci dojrzewania konca 3* gwarantuje
natomiast kompleks HCC (ang. Histone Cleavage Complex), w sktad ktérego wchodzi wiele
biatek kompleksu ,,cigcia i poliadenylacji” oraz unikatowe czynniki, wérdd nich: kompleks U7
snRNP i biatko SLBP (ang. Stem Loop Binding Protein) (Miller i Schiimperli, 1997; Pillai i
wsp., 2001; Pillai i wsp., 2003). Dojrzewanie konca 3’ histonowych pre-mRNA w komorkach
Metazoa jest unikatowym procesem, jako ze transkrypty te nie sg poliadenylowane, a jedynie
przecinane z udzialem endonukleazy CPSF73 (Dominski i Marzluff, 2007, Romeo i
Schiimperli, 2016). U7 snRNP i biatko SLBP rozpoznaja specyficzne elementy Cis potozone w
rejonie 3’UTR transkryptow histonowych. Koniec 5° U7 snRNA oddzialuje na zasadzie
parowania komplementarnych zasad z motywem HDE (ang. Histone Downstream Element)
potozonym ponizej specyficznej struktury drugorzgdowej, rozpoznawanej z kolei przez SLBP.
Oddziatywania te definiujg miejsce cigcia tuz za strukturg drugorzedowa, powyzej motywu
HDE (Schaufele i wsp., 1986; Bond i wsp., 1991, Wang i wsp., 1996; Martin i wsp., 1997).

Cho¢, podobnie jak w przypadku poliadenylowanych mRNA, transkrypcja i dojrzewanie 3’
konca histonowych pre-mRNA to procesy skorelowane, wcigz nie do konca wiadomo jak
wzajemnie interaguja ze soba wszystkie czynniki. Projekt, ktory rozpoczetam podczas stazu
podoktorskiego skupial si¢ na poszukiwaniu nowych bialek zaangazowanych w ekspresje
histonowych genow. Postawitam sobie za cel poszerzenie wiedzy na temat Scistej regulacji tego
procesu podczas cyklu komorkowego i1 specyficznego dojrzewania konca 3’ histonowych
transkryptow. Przedmiotem moich dociekan staly si¢ zwlaszcza bialka oddziatujace z U7
snRNP, uczestniczace w rozpoznaniu histonowych pre-mRNA 1 ,,tadowaniu” kompleksu HCC
w poblize miejsca cigcia.

Do realizacji projektu przygotowalam stabilne linie komodrkowe wykazujace
nadekspresje U7 snRNA wydtuzonego o specyficzne struktury drugorzgdowe MS2. Czasteczki
U7 snRNAxMS?2 prawidlowo sktadaly si¢ w kompleks U7 snRNP i postuzyly nastepnie w
technice chromatografii powinowactwa do precypitacji biatek oddziatujacych z U7 snRNP
Wsrod zidentyfikowanych biatek moje szczegolne zainteresowanie wzbudzito biatko FUS, na
ktérym nastepnie skoncentrowatam najwicksza uwage. Wyniki eksperymentow, ktore
uzyskatam w tym okresie zostaly juz dobrze opublikowane (Raczynska i wsp., 2015). Jeszcze
podczas stazu podoktorskiego na Uniwersytecie Bernenskim potwierdzitam technika
immunoprecypitacji oddziatywanie FUS z U7 SnRNA/U7 snRNP i transkryptami gendéw
histonowych. Co ciekawe, najsilniejsze wigzanie obserwowatam podajac do eksperymentu
ekstrakty z komorek synchronizowanych do fazy S, co wskazywato, ze oddzialywania te sg
zalezne od cyklu komérkowego. Badania te kontynuowatam nast¢pnie po powrocie do Polski,
dzigki finansowaniu w ramach grantu Narodowego Centrum Nauki program OPUS (UMO-
2012/05/B/NZ2/00826, czas realizacji 2013-2016), ktorego bytam kierownikiem: ,,Analiza
nowych biatek oddziatujacych z U7 snRNA 1 poszukiwanie nowych funkcji czasteczki U7
snRNP”. W kolejnych eksperymentach pokazatam, ze dojrzewanie konca 3’ transkryptow
histonowych jest zaburzone w komorkach z wyciszeniem biatka FUS, w komorkach tych
zaobserwowalam réwniez og6lny spadek poziomu histonowych mRNA. Dowodem na to, ze
FUS moze by¢ czynnikiem taczagcym transkrypcje 1 dojrzewanie konca 3’ histonowych pre-
mRNA bylo wykazanie, ze FUS oddzialuje nie tylko z U7 snRNP ale rowniez z aktywatorem
transkrypcyjnym genéw histonowych NPAT oraz represorem transkrypcyjnym hnRNP UL1
(Ideue i wsp., 2012). Oddzialywania te byty najsilniejsze, odpowiednio, w fazie S i poza faza
S cyklu, wskazujac, ze FUS uczestniczy w regulacji ekspresji genow histonowych podczas
cyklu komorki. Nastgpnie, w eksperymencie typu ChIP (ang. Chromatine
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Immunoprecipitation) pokazalismy, ze biatko FUS moze regulowaé poziom polimerazy
RNAP2 na histonowych promotorach, zwickszajac jej frakcje w fazie S, a obnizajac w fazie
G1. Podsumowujac, w pracy Raczynska i wsp., 2015 opisalismy biatko FUS jako pozytywny
regulator ekspresji histonowych gendéw podczas cyklu komérkowego oraz czynnik biatkowy
taczacy dwa mechanizmy: transkrypcj¢ i dojrzewanie konca 3’ histonowych pre-mRNA.

Opisane w publikacji wyniki staty si¢ przyczynkiem kolejnego projektu OPUS, jaki
otrzymatam z Narodowego Centrum Nauki (2015/19/B/NZ1/00233, okres realizacji 2016-
2019). Projekt ten zaktada, ze kompleks U7 snRNP moze pehic¢ zroznicowane funkcje w czasie
trwania cyklu komérkowego. Swoja hipoteze opartam na fakcie, ze U7 SnRNP ulega stabilnej
ekspresji 1 pozostaje na podobnym poziomie podczas trwania catego cyklu komoérkowego
(Bond i Yario, 1994 oraz wiasne, nicopublikowane obserwacje), cho¢ jedyna znana funkcja
wigze si¢ z replikacja DNA. Jedna z hipotez zaktada, ze poprzez zmian¢ partnera zaleznie od
fazy cyklu komorkowego U7 snRNP moze pelni¢ w komodrce dwie przeciwstawne funkcje:
aktywatora ekspresji histonowych genow w fazie syntezy DNA, a represora ekspresji poza fazg
S cyklu, zabezpieczajac tym samym komorke przed synteza nadmiernej ilosci histonow. W
zmiennych oddziatywaniach 1 funkcjach U7 snRNP uczestniczyloby, migdzy innymi, biatko
FUS. Wyjasnienie tego mechanizmu bedzie niezwykle istotnym krokiem w kierunku
zrozumienia ztozonej regulacji ekspresji gendéw histonowych w czasie trwania cyklu
komorkowego i by¢ moze opisanym po raz pierwszy mechanizmem zaleznej od U7 SnRNP
kontroli ich transkrypciji.

Eksperymenty z ostatnich lat mojej pracy naukowej zaowocowaly juz dobrg publikacja
w Nucleic Acids Research, w ktorej jestem pierwszym autorem i wspoOtautorem
korespondencyjnym (Raczynska i wsp., 2015). Ponadto, wyniki badan skupionych wokot
tematyki ekspresji histonowych genow prezentowatam do tej pory w postaci posterow na 5
migdzynarodowych konferencjach i 2 wygloszonych referatow, w tym na prestizowej
konferencji RNA2015. Tematyka zwigzana z analiza nowych, zidentyfikowanych biatek,
okreslenie ich roli i potozenie w sieci wzajemnie reagujacych czynnikow zwigzanych z zalezna
od replikacji regulacja ekspresji genow histonowych jest tematyka wcigz otwarta. Wsrdd
innych, zidentyfikowanych przeze mnie biatek oddzialujacych z U7 snRNP znajduje si¢
czynnik transkrypcyjny PC4 i helikazy RNA: DDX5 i DDX17. Biatka te sg aktualnie
analizowane. Rola helikaz DDX5 i DDX17 jako potencjalnych czynnikow, ktore uczestnicza
w formowaniu/rozplataniu dupleksu U7 snRNA:HDE lub biatek wspomagajacych cigcie
histonowych transkryptéw przez endonukleaze¢ CPSF73 jest obecnie testowana przez cztonka
mojego zespotu, doktorantke Aleksandr¢ Brzgk. Jej badania sg czeSciowo finansowane w
ramach grantu NCN program PRELUDIUM (UMO-2013/11/N/NZ1/00010, czas trwania:
2014-2017, “Rola helikazy DDXS5 w dojrzewaniu konca 3' transkryptow zachowawczych
histonéw rdzeniowych w komorkach ludzkich”). Wierzg, ze zbadanie funkcji tych biatek pod
katem zaangazowania w proces dojrzewania histonowych transkryptow przyniesie wkrotce
niezwykle ciekawe wyniki i konkluzje, ktore rowniez zostang dobrze opublikowane.

Podsumowujac, tematyka metabolizmu RNA byla obecna od poczatku mojej kariery
naukowej. Rozpoczynajac od analiz zwigzanych z ro$linnym trankryptomem
mitochondrialnym, poprzez procesy ko-transkrypcyjne w jadrze komorkowym rzodkiewnika,
konczac na badaniach dojrzewania pre-mRNA w komdrkach zwierzgcych. Kilkakrotna zmiana
tematyki badawczej stanowila pewnego rodzaju utrudnienie, aczkolwiek znacznie wazniejsze
sa korzysci wynikajace z mozliwoS$ci poznania tak wielu proceséw w tak wielu uktadach i co
tym idzie, wielu podej$¢ eksperymentalnych. Na obecnym etapie mojej kariery planuje
pozostac przy ostatnio podjetej tematyce zaleznej od replikacji ekspres;ji histonowych genéw w
komorkach zwierzecych. Jak pokazatam, jej realizacja pozwala mi na stopniowe planowanie
nowych zadan, nowych projektow, a wigc 1 poszerzania grupy badawczej. Skutkiem takiego
rozwoju jest formowanie nowego zespotu pracujacego w obrebie Zaktadu Ekspresji Genow,
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ktorym to zespolem bede kierowal. Wiaze si¢ to rdwniez z rozszerzaniem wspotpracy i
wymiany z innymi osrodkami na catym $wiecie. Jednoczesnie, kontakt z grupg bernenska, od
lat zwigzang z tematyka ekspresji histonowych genow, jest wciaz utrzymywany.

Podsumowujac, moj dorobek naukowy nalezacy do pozostatych osiggnie¢, niezwigzanych
z publikacjami do przewodu habilitacyjnego, obejmuje 9 prac, w tym 4 prace eksperymentalne
I 5 prac przegladowych. Sumaryczny wspotczynnik wptywu IF (zgodny z rokiem
opublikowania) wynosi 22,585, a liczba punktow MNISW wynosi 155. Wszystkie prace
eksperymentalne i 2 prace przegladowe opublikowane sa w czasopismach znajdujacych si¢ w
bazie Journal Citation Reports.
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