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a) tytut osiggniecia naukowego

Odkrycie nowej klasy krétkich regulatorowych niekodujacych RNA oddziatujacych z rybosomem,
powstajgcych przez przetworzenie funkcjonalnych RNA (mRNA, tRNA, snoRNA)

b) publikacje wchodzgce w sktad osiggniecia naukowego

Osiagniecie obejmuje monotematyczny cykl osmiu prac, w tym pigciu eksperymentalnych i
trzech przegladowych. taczny wspdtczynnik IF (zgodnie z rokiem opublikowania) wynosi
29.216, sumaryczna liczba punktéw MNiSW (zgodnie z aktualng punktacjg wg wykazu MNiSW
z dn. 31.12.2014) wynosi 183. W szesciu pracach figuruje jako autor korespondencyjny*, z
czego w dwodch jestem dodatkowo pierwszym autorem.
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Kopie publikacji stanowigcych osiggniecie naukowe znajdujg sie w Zatgczniku nr 4, natomiast
o$wiadczenia wspotautoréw dotyczace ich wktadu w powstanie poszczegdlnych publikacii
znajdujg sie w Zatgczniku nr 5.

b) oméwienie celu naukowego ww. prac i osiggnigtych wynikéw wraz z oméwieniem ich
ewentualnego wykorzystania

Podstawowym dogmatem biologii molekularnej jest uktad, w ktérym informacja genetyczna
zapisana w DNA jest przekazywana do RNA, a za ich posrednictwem do biatek petnigcych
funkcje enzymatyczne, transportowe i regulatorowe. Ten prosty podziat zostat mocno
skomplikowany i wzbogacony w wyniku odkry¢ z lat 70-tych, 80-tych i 90-tych XX wieku. Na
ich podstawie trzeba byto uzupetni¢ wiedze o nowe funkcje RNA. Wyodrebniono bowiem
grupe funkcjonalnych transkryptow, ktére nie kodujg biatek. Takie czasteczki nazwano
niekodujgcymi RNA (ncRNA, ang. noncoding RNAs). W grupie niekodujacych RNA znajdujg sie
zardwno powszechnie wystepujgce w komadrkach transferowe RNA (tRNA), rybosomalne RNA
(rRNA) czy jaderkowe snoRNA ale réwniez petnigce regulatorowe funkcje krétkie RNA (np.
mikro RNA, interferujgce RNA — siRNA czy krétkie RNA oddziatujgce z biatkami PIWI - piRNA)
lub dtugie RNA (np. Xist lub HOTAIR). Dzi§ wiadomo, ze czasteczki regulatorowych
niekodujgcych RNA petnig kluczowe role w procesach regulacji ekspresji genow na wielu
etapach, np.: modulujg strukture chromatyny, reguluja bezposrednio transkrypcje badz
translacje, uczestnicza w sktadaniu i redagowaniu RNA. Gtéwnym wyzwaniem w badaniach
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nad niekodujacymi RNA jest okreslenie funkcji poszczegdlnych transkryptow. Obecnie znamy
mechanizm dziatania okoto 1% ncRNA. Dotyczy to gtéwnie dobrze opisanych klas takich jak
mikroRNA czy snoRNA. W przypadku pozostatych setek tysigecy transkryptow znana jest
jedynie sekwencja. Naglace zatem wydajg sie by¢ badania prowadzace do ustalenia
warunkow, w jakich ulegaja one ekspresji oraz proceséw, w ktére mogtyby by¢ zaangazowane.

Moje zainteresowanie mozliwoscig regulacji ekspresji gendw przez krotkie kwasy nukleinowe
na poziomie translacji zrodzito sie podczas realizacji pracy doktorskiej, gdzie przy pomocy
antysensowych  oligoukleotydéw  komplementarnych do  wybranych  fragmentow
rybosomalnych RNA, modulowatam funkcjonowanie eukariotycznych rybosomoéw. Stosowane
przeze mnie krotkie oligonukleotydy byty projektowane in silico i wprowadzane do systemu
translacji in vitro. W warunkach laboratoryjnych obserwowatam, ze istnieje mozliwosc
regulacji poziomu biosyntezy biatka przez krotkie czasteczki kwaséw nukleinowych
bezposrednio oddziatujgce z rybosomem [1-3]. Wodwczas zadatam sobie pytanie, czy w
naturze rowniez wystepujg takie mechanizmy regulacji dziatania rybosomu. W zwigzku w tym,
po ukonczeniu doktoratu wyjechatam na staz podoktorski do laboratorium prof. Norberta
Polacka w Innsbrucku (Institute of Molecular Genetics, Innsbruck Medical University), gdzie
rozpoczetam prace nad poszukiwaniem krétkich niekodujgcych RNA  bezposrednio
oddziatujgcych z rybosomem na skale genomowg. Wyniki tego projektu zostaty opisane w
pierwszej z prac sktadajacych sie na zgtoszone osiggniecie [publikacja 1]. Jako organizm
badawczy zastosowatam drozdze Saccharomyces cerevisiae, jako najprostszy ale przy tym
modelowy organizm eukariotyczny. Wybdr tego organizmu byt podyktowany réwniez faktem,
ze S. cerevisiae utracity w toku ewolucji elementy maszynerii odpowiadajgcej za powstawanie
i funkcjonowanie mikroRNA. Stad, organizm ten wydat nam sie idealnym systemem do
nowych badar nad mechanizmami regulacji gendw z udziatem krotkich RNA, niezaleznymi od
szlaku miRNA. Ponadto, ze wzgledu na stosunkowo niskg wiedze (w tamtym okresie
rozwigzane byty struktury krystaliczne wytgcznie rybosomoéw prokariotycznych), zgtebianie
funkcjonowania rybosomu eukariotycznego byto dodatkowym wyzwaniem. Do moich analiz
zastosowatam drozdze hodowane w kilkunastu warunkach wzrostu. Sadzitam, ze zmienne
warunki $rodowiskowe mogg wptynaé na powstawanie krétkich RNA i/lub ich asocjacje z
rybosomami. W celu identyfikacji jak najpetniejszego repertuaru krétkich RNA ko-migrujgcych
z rybosomami, zaprojektowatam i przygotowatam wyspecjalizowane biblioteki cDNA, w
ktorych unikatam stosowania standardowych ale jednoczesnie dos¢ brutalnych metod izolacji
rybosomow, optymalizujgc i ktadgc nacisk na delikatne warunki izolacji mozliwie wszystkich
komplekséw ncRNA/rybosom. Przygotowane przeze mnie biblioteki cDNA zostaty poddane
wysokoprzepustowemu sekwencjonowaniu. Po przeprowadzeniu analizy bioinformatycznej z
uzyciem stworzonego w ramach projektu programu APART, wyodrebnitam ponad 200
niekodujgcych RNA oddziatujgcych z rybosomami. Co ciekawe, zaobserwowatam istnienie
przetwarzania prawie wszystkich typdw transkryptéw obecnych w S. cerevisiae, wtacznie z
mRNA, tRNA, snoRNA i rRNA, do krotszych czasteczek. W nastepnym kroku wyniki analizy
bioinformatycznej zweryfikowatam eksperymentalnie przy uzyciu techniki hybrydyzacji typu
northern, ktdra potwierdzita obecnosc przewidzianych przez APART produktéw wycinania w
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wiekszosci analizowanych przypadkéw, w szczegdlnosci powstajacych z tRNA, rRNA oraz
snoRNA. Co wiecej, z analiz biochemicznych okazato sie, ze wycinanie zachodzi wytgcznie w
scisle okreslonych warunkach wzrostu S. cerevisae, specyficznych dla konkretnej czgsteczki.
Potwierdzone eksperymentalnie wyniki analizy obliczeniowej zasugerowaty istnienie nowego
typu mechanizmu powstawania stabilnych w komorce czasteczek RNA. Byfo to jednoczesnie
pierwsze doniesienie wskazujgce na mozliwos¢ regulacji dziatania rybosomow poprzez
bezposrednie wigzanie krotkich niekodujgcych RNA.

W nastepstwie odkrycia istnienia krétkich RNA oddziatujgcych z rybosomami w S. cerevisiae,
moja uwaga skupita sie zgtebieniu przyczyn i potencjalnych efektéw oddziatywan
ncRNA/rybosom. Najbardziej zainteresowat mnie 18-nukleotydowy (ncRNA_18) fragment
mRNA kodujacego enzym modyfikujgcy tRNA - metylotransferaze tRNA TRM10. Byt to RNA
wystepujgcy w najwiekszej ilosci w poréwnaniu do pozostatych fragmentéw mRNA obecnych
w bibliotece cDNA. Wyniki analiz funkcjonalnych ncRNA_18 przedstawione sg w drugiej z prac
sktadajgcych sie na zgtoszone przeze mnie osiggniecie [publikacja 2]. Przy uzyciu
standardowych technik detekcji wykazatam obecnos¢ ncRNA_18 w drozdzach jak i jego
oddziatywanie z rybosomami, gtéwnie z nieaktywnymi translacyjnie monosomami. Ponadto,
przy uzyciu szeregu testéw translacji in vitro oraz in vivo zaréwno w drozdzach jak i innych
modelowych organizmach wykazatam, ze ncRNA_18 obniza biosynteze biatka poprzez
oddziatywanie z rybosomem. W warunkach stresu osmotycznego obserwowaliSmy za to
migracje ncRNA_18 do aktywnych translacyjnie polisomow i obnizenie wydajnosci translacji.
Dodatkowo wykazalismy, ze obserwowany efekt inhibitorowy jest specyficzny wzgledem
sekwencji ncRNA_18, gdyz wprowadzenie mutacji skutkowato zniesieniem efektu
regulatorowego. Po przeanalizowaniu wszystkich obserwacji zaproponowalismy mechanizm,
wedtug ktorego redukcja aktywnosci translacyjnej drozdzy przez ncRNA_18 ma zasadnicze
znaczenie podczas odpowiedzi na stres zasolenia. Pozbawienie komdrek tego fragmentu RNA
powodowato rowniez znaczne opdznienie w obnizeniu poziomu metabolizmu w warunkach
nieoptymalnych. Opdznienie to jest istotne, poniewaz transkryptom S. cerevisae zmienia sie w
30-45 min. po ekspozycji na stres [4]. Po adaptacji programu transkrypcyjnego komérki do
nowych warunkow, obserwowalismy oddysocjowanie ncRNA_18 z polisomow, co umozliwiato
tym samym translacje nowego zestawu biatek niezbednych do przezycia w warunkach stresu
osmotycznego. Wyniki te sugeruja, ze krétki, 18-nt RNA pochodzacy z mRNA moze stanowic
element systemu natychmiastowej odpowiedzi na stres osmotyczny, nie wymagajacy syntezy
nowych czgstek regulatorowych. W ten sposob opisany przez nas ncRNA_18 jest pierwszym
przyktadem krotkiego regulatorowego ncRNA powstajgcego z czesci kodujgcej mRNA.
Rowniez mechanizm jego dziatania poprzez asocjacje z rybosomami jest bezprecedensowy.

Poznanie mechanizmu dziatania pierwszego funkcjonalnego ncRNA regulujacego translacje
poprzez bezposrednie interakcje z rybosomem utwierdzito mnie w przekonaniu, ze réwniez
pozostate wytonione przez nas niekodujgce RNA [publikacja 1] mogg miec istotne znaczenie
regulatorowe. Stad, po powrocie ze stazu podoktorskiego, wprowadzitam tematyke krétkich
RNA powstajgcych z tRNA i snoRNA do Instytutu Chemii Bioorganicznej Polskiej Akademii
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Nauk w Poznaniu, gdzie od 2012 roku zostatam zatrudniona jako adiunkt w Zaktadzie Biologii
RNA, kierowanym przez prof. Tomasza Twardowskiego. Tutaj, rozpoczetam realizacje
kierowanego przeze mnie projektu Pomost, finansowanego przez Fundacje na Rzecz Nauki
Polskiej ,Revealing an unknown function of tRNA-derived small RNAs in Saccharomyces
cerevisiae”. W pierwszym etapie zajetam sie odpowiedzig na pytanie jak powszechne jest i od
czego zalezy powstawanie krotkich niekodujacych RNA (potencjalnie oddziatujgcych z
rybosomami) z czasteczek tRNA. Wyniki tych analiz przedstawiam w trzeciej publikacji
wchodzacej w skfad osiggniecia [publikacja 3]. Wystepowanie krétkich RNA pochodzacych z
czgsteczek tRNA (tRF, ang. tRNA-derived fragments) wykazano u wielu organizmow, zaréwno
prokariontow, jak i eukariontow, w tym takze u ludzi [5]. Do tej pory powszechny byt poglad,
ze powstawanie fragmentdw tRNA jest indukowane warunkami stresowymi [6]. Jak wiadomo,
nieoptymalne warunki powodujg szybkie i dynamiczne zmiany w komorkach. Dochodzi do
globalnego obnizenia transkrypcji, a w nastepstwie rowniez syntezy biatek, a takze do wzrostu
ekspresji i translacji indukowanych stresem gendw. Jakiekolwiek zmiany w dostepnosci
czasteczek tRNA réwniez moga wywiera¢ wptyw na poziom syntezy biatek. Wczesniejsze
badania z uzyciem sekwencjonowania w drozdzach S. cerevisiae pokazaty, ze powstawanie
fragmentdw tRNA jest ograniczone do specyficznych warunkoéw srodowiskowych [7, 8]. Moje
badania nacelowane byty na identyfikacje jak najszerszego repertuaru tRF powstajgcych ze
wszystkich izoform tRNA S. cerevisise w dwunastu zroznicowanych warunkach
$rodowiskowych. Ze wzgledu na fakt, ze w dojrzatych tRNA zidentyfikowano ponad 100
réznych zmodyfikowanych nukleotyddw, a niektére z tych modyfikacji stanowig sygnat dla
rybonukleaz (co skutkuje cieciem w specyficznych miejscach), do detekcji tRF zastosowatam
metode niezalezng od wystepowania modyfikacji w RNA, czyli hybrydyzacje typu northern.
Sondy wykrywajgce tRF zostaty przeze mnie tak zaprojektowane, aby odrézni¢ produkty
przetwarzania niemal wszystkich izoform tRNA. W pracy tej wykazatam, ze metoda izolacji
RNA znacznie wptywa na mozliwos¢ detekcji krotkich fragmentéow tRNA, co mogto miec
zdecydowany wptyw na wyniki wczesniejszych doniesiern wkazujgcych na nieobecnosc
pewnych tRF w okreslonych warunkach $rodowiskowych. W naszej pracy wykazalismy, ze
fragmenty pochodzace z tRNA wystepuja w znacznych ilosciach w drozdzach S. cerevisiae,
jednak ich tgczna ilo$¢ nie zmienia sie pod wptywem warunkow stresowych. Jest to wazne
odkrycie pokazujgce, ze przetwarzanie tRNA do krdtszych stabilnych fragmentow jest
powszechne w S. cerevisiae. Wykazalismy jednak, ze w okreslonych warunkach
srodowiskowych preferencyjnemu cieciu ulegajg specyficzne izoformy tRNA. Dodatkowo,
nasze badania jako pierwsze pokazaty, ze ogdlna ilos¢ fragmentdw generowanych z czesci
zarowno 3’ jak i 5" czgsteczek tRNA jest zblizona, w przeciwienstwie do wczesniejszych danych
[9]. Dos¢ zaskakujgca wydata sie przy tym obserwacja, ze pomimo znacznej ilosci
powstajacych tRF, odsetek cietych w czasie stresu tRNA jest bardzo niski i nie ma wptywu na
obnizenie generalnej puli komdrkowego tRNA. To spostrzezenie skierowato moje dalsze
zainteresowanie w kierunku préby skorelowania ilosci poszczegdlnych krétkich RNA
powstajacych w okreslonych warunkach srodowiskowych z tRNA a ich oddziatywaniem z
rybosomami. W rezultacie, przebadatam pie¢ wybranych tRF, ktére w warunkach in vivo
(biblioteka cDNA, [publikacja 1]) najczesciej oddziatywaty w rybosomami S. cerevisiae. Wyniki
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tych analiz przedstawitam w czwartej pracy wchodzacej w skfad osiagniecia [publikacja 4].
Wykazatam, ze tRF pochodzace zaréwno z 5'-czesci petnej dtugosci tRNA jak i z 3'-czgsci
(odpowiednio, 5'-tRF i 3'-tRF), s3 zdolne do specyficznego oddziatywania z rybosomami S.
cerevisige w warunkach in vitro. Tym samym, jest to pierwsze doniesienie o mozliwym
dziataniu regulatorowym tRF pochodzacych z czesci 3’ czasteczek tRNA. Wezedniejsze badania
krotkich tRNA w archea (grupa prof. Polacka) oraz w komoérkach ludzkich wskazywaty na
wptyw jedynie 5'-tRF na proces translacji poprzez blokowanie syntezy wigzan peptydowych
[10] lub na etapie rekrutacji czynnikdw inicjatorowych [11]. Ponadto wykazatam, ze 5'-tRF
oddziatuja z ryposomem w miejscu innym niz 3’-tRF i nie jest to zadne z klasycznych miejsc
wigzania petnej dfugosci tRNA w rybosomie. Analizujgc profile interakcji pigciu tRF z
rybosomami pozyskiwanymi z drozdzy hodowanych w dwunastu zréznicowanych warunkach i
konfrontujac je z moimi wczesniejszymi danymi [publikacja 3] wyciggnefam wniosek, ze nie
powstawanie, ale asocjacja tRF z rybosomami jest $ciéle regulowana przez warunki
érodowiskowe. Zalezne od stresu interakcje tRF/rybosom w konsekwencji prowadzg do
inhibicji biosyntezy biatka. W tym aspekcie nalezy traktowac drozdzowe 3'-tRF jak i 5'-tRF jako
drugi zidentyfikowany i opisany przyktad reprezentujacy nowopowstaty klasg krotkich
niekodujagcych RNA oddziatujacych z rybosomami (rancRNA, ang. ribosome-associaded
noncoding RNAs), po ncRNA_18 [publikacja 2].

Warto w tym miejscu wspomnieé, ze czasteczki tRNA sg bardzo zachowawcze ewolucyjnie, co
moze sugerowac, ze powstate z nich fragmenty moga reprezentowac najbardziej prymitywne
éciezki funkcjonowania krétkich RNA. Zaréwno moje odkrycia jak i znaczna ilos¢ doniesien
dotyczacych rdznorodnosci mozliwych funkcji tRNA, publikowanych systematycznie
poczawszy od 2012 roku, sktonita mnie do préby usystematyzowania dotychczasowej wiedzy.
Whikliwa analiza dostepnych danych literaturowych dotyczacych niekanonicznych funkgji
czasteczek tRNA zaowocowata powstaniem pracy przeglagdowej [publikacja 5]. W pracy tej
przyjrzeliémy sie funkcji biologicznej zaréwno petnej dtugosci tRNA jak i krotkich RNA
pochodzacych z tRNA. Poziom poszczegdlnych izoform tRNA w komdrkach jest Scisle
regulowany i specyficzny dla okreslonego typu komdrek czy tkanek a takze podczas kazdego
stadium rozwojowego. Jakiekolwiek zaburzenia fizjologicznego poziomu mogg zatem
prowadzi¢ do proceséw patologicznych, w tym nowotworzenia. Juz w latach 70 ubiegtego
wieku obserwowano zaleznoéci miedzy wzmozong proliferacja komérek a metabolizmem i
biosynteza biatek. Biorgc pod uwage ten istotny problem, duza czes¢ naszej pracy zostata
po$wiecona opisaniem zaleznosci pomiedzy ilosciag tRNA i ich pochodnych a procesami
nowotworowymi.

Jednoczesnie, rozpoczetam prébe usystematyzowania dotychczasowej wiedzy na temat
fenomenu z udziatem wielu komdérkowych niekodujgcych RNA, ktére moga w okreslonych
warunkach sta¢ sie prekursorami krotszych RNA. Tego typu obrobke RNA, obejmujgcg cigcie
stabilnych niekodujgcych (,rodzicielskich”) RNA zaproponowatam nazywac ,przetwarzaniem
RNA” i ujetam w pracy przegladowej [publikacja 6]. Temat jest niezwykle istotny, ale i dos¢
nowy - pierwsze dowody na istnienie funkcjonalnych fragmentéw pochodzacych z
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komorkowych RNA pojawity sie w 2008 roku, kiedy Ender wraz ze wspotpracownikami
potwierdzit obecnos¢ fragmentu pochodzacego ze snoRNA, ktéry dziata jak miRNA [12]. Od
czasu tego odkrycia opublikowano wyniki wielu badan, ktére potwierdzaty istnienie
fragmentéw RNA petnigcych specyficzne funkcje, niezalezne od funkcji petnionych przez
rodzicielskie RNA. Podczas gdy spora czes¢ krotkich RNA jest znajdywana w niewielkich
ilosciach i stanowi produkt degradacji RNA, tak fragmenty RNA petnigce wtasne funkcje
znajdowane s3 w ilosciach czesto przekraczajgcych ilosci miRNA [publikacja 1, publikacja 3
oraz 13, 14]. W artykule przeglagdowym [publikacja 6] przyblizylismy obecny stan wiedzy
obrazujacy kilka lat intensywnych badan, ktorych wyniki w krétkim czasie wykazaty istnienie
wielu nieznanych dotad mechanizmow regulujgcych istotne funkcje komorek, jak odpowiedz
na stres, regulacja metabolizmu czy cyklu komdérkowego.

Zainspirowana najnowszymi doniesieniemi na temat przetwarzania komodrkowych RNA
[publikacja 6] jak i mozliwoscig systematycznego wytaniania nowych czasteczek rancRNA, dla
ktérych udowadniatam funkcjonalnosé, zadatam sobie pytanie czy réwniez inne czasteczki
RNA wyodrebionie w naszych pierwszych badaniach [publikacja 1] maja wtasciwosci
regulatorowe. Stad, moja uwaga skupita sie na krétkich RNA powstajgcych z matych
jgderkowych RNA (snoRNA), czyli SdARNA (ang. snoRNA-derived RNAs). Badania prowadzitam w
ramach kierowanego przeze mnie projektu Sonata, finansowanego przez Narodowe Centrum
Nauki , W poszukiwaniu nowych mechanizmdw kontroli ekspresji gendow odmiennych od RNAI
- krotkie RNA powstajgce ze snoRNA”. W pierwszym etapie zajetam sie probg uporzadkowania
wiedzy i wszystkich doniesien przedstawiajgcych mozliwe role petnione przez snoRNA jak i
powstajgce z nich krotkie RNA. Wynikiem tych dociekliwych analiz byta praca przeglagdowa,
ujeta w przedstawionych osiggnieciu [publikacja 7]. snoRNA kierujg modyfikacjami RNA i
zlokalizowane sg w jgderkach i ciatkach Cajala w komdrkach eukariotycznych. Nasze dane
pochodzace z sekwencjonowania bibliotek RNA ko-precypitujacych z rybosomami [publikacja
1] zasugerowaty nieopisany wczesniej sposob dziatania snoRNA w drozdzach S. cerevisiae. Ta
nowa sciezka regulacyjna jest najprawdopodobniej aktywowana w odpowiedzi na okreslone
warunki Srodowiskowe i obejmuje przetwarzanie snoRNA (po lub przed eksportem do
cytoplazmy) i asocjacje powstatych w ten sposéb sdRNA z rybosomami. Mniej wiecej w tym
samym czasie miato miejsce odkrycie lokalizacji cytoplazmatycznej snoRNA rowniez przez inne
grupy badawcze [15] a takze pojawity sie doniesienia o przetwarzaniu snoRNA w cytoplazmie
do krotszych fragmentdw, sdRNA. Jak dotad, istnienie sdRNA wykazano w kilku organizmach
eukariotycznych [12, 16-22] a takze u jednego wirusa [23]. Warto rowniez wspomnie¢, ze
odkryte przez nas drozdzowe sdRNA s3 nietypowe w poréwnaniu z innymi opisywanymi w
literaturze. Po pierwsze, ich dtugos¢ waha sie od 18 do 43 nt (nie sg to typowe dtugosci dla
obserowanych sdRNA petnigcych funkcje miRNA). Ponadto, pozycja ciecia drozdzowych
snoRNA moze by¢ zlokalizowana na catej dtugosci czasteczki: obserwowalismy sdRNA
pochodzace z terminalnych czesci (zaréwno 5 jak i 3’) jak i Srodkowych czesci snoRNA, co
rowniez swiadczy o unikatowosci sdRNA w S. cerevisiae. Wszystkie znane sdRNA byty
identyfikowane poprzez wysokoprzepustowe sekwencjonowanie, rowniez przez naszg grupe
[publikacja 1] i w wigkszosci przypadkow ich ilos¢ w komdrkach byta niewielka. Nalezy jednak

7



KAMILLA BAKOWSKA-ZYWICKA ZAtACZNIK 2 - AUTOREFERAT

mie¢ na uwadze, ze ze wzgledu na matg ilos¢ nie mozna wykluczac ich regulatorowego
potencjatu, bowiem nasze wczesniejsze badania wykazaty, ze nawet stosunkowo niewielkie
ilosci ncRNA_18 (~27 000 czasteczek na komdrke) sa wystarczajagce do silnego efektu
inhibitorowego w  stosunku do bardziej powszechengo rybosomu (~200 000
rybosoméw/komarke) [publikacja 2]. Dlatego w kolejnych etapach mojej pracy nad sdRNA
skupitam sie nad opracowaniem wiarygodnej metody eksperymentalnej potwierdzajgcej
wystepowanie nielicznych sdRNA w S. cerevisiae. Wyniki te przedstawitam w ostatniej pracy
wchodzacej w skfad osiggniecia [publikacja 8]. Wykazalismy w niej, ze standardowe metody
detekcji kwaséw nukleinowych (takie jak hybrydyzacja typu northern) sg w tym przypadku
zawodne, poniewaz ich czuto$¢ jest niewystarczajgca do wykrycia matej ilosci sdRNA.
Jednoczesnie, bardziej liczne petnej dtugosci snoRNA byty zawsze tg metody przez nas
wykrywane. Bazujgc na naszych wczesniejszymi wynikach pokazujach Scista zaleznosc
mozliwosci detekcji tRF od uzytej metody izolacji RNA [publikacja 3], zbadalismy czy taka
korelacja wystepuje rowniez w przypadku sdRNA. Uzyskane przez nas wyniki nie wskazywaty
jednak na istnienie takiego zwigzku. Ponadto, standardowo stosowane do detekcji miRNA
techniki amplifikacji mato licznych krétkich RNA nie mogty mie¢ zastosowania w przypadku
sdRNA, ze wzgledu na fakt, ze sdRNA i ich czasteczki prekursorowe, czyli petnej dtugosci
snoRNA posiadajg takg same sekwencje terminalne. Dopiero zastosowanie zoptymalizowanej i
zaadaptowane] przez nas metody pulsacyjnej odwrotnej transkrypcji krotkich RNA w
potaczeniu z amplifikacjg z uzyciem wyspecjalizowanych starteréw o strukturze pnia i petli (SL-
RT-PCR, ang. stem-loop reverse transcription PCR, [24]) zaowocowato uzyskaniem
pozytywnych rezultatow. Zaobserwowalismy wystepowanie sdRNA przy zastosowaniu 50-100
ng wyjsciowego RNA. Skonkludowali$my, ze pulsacyjna odwrotna transkrypcja potaczona z
technika SL-PCR jest odpowiedniag metodg do czutego wykrywania krétkich RNA (takich jak
sdRNA S. cerevisiae) wystepujgcych w matych ilosciach w komarkach.

Podsumowujac, zwyczajowo czgsteczki niekodujgcych RNA dzielone byty na ulegajace statej
ekspresji i biorgce udziat w podstawowych procesach komorkowych transkrypty
konstytutywne oraz indukowalne czasteczki regulatorowe. W ostatnim czasie granice te ulegty
jednak zatarciu. Stato sie to za sprawg doniesien na temat czasteczek uznawanych za
konstytutywne, ktére wykazywaty aktywnosci nie zwigzane ze swojg zasadniczg funkcjg. Taka
“dwufunkcyjnosc” zostata zidentyfikowana przeze mnie dla mRNA, tRNA i snoRNA. Za moje
najwazniejsze osiggniecie uwazam zatem odkrycie i opisanie nowej klasy regulatorowych RNA
(przetworzonych z komoérkowych RNA), ktére oddziatujg z rybosomem. Dla rancRNA_18
poznalismy juz doktadny mechanizm regulacji translacji poprzez oddziatywanie z rybosomem
indukowane przez stres osmotyczny. Oddziatywanie krétkich RNA powstajgcych z tRNA jest
rowniez zalezne od warunkoéw stresowych i w konsekwencji powoduje uposledzenie procesu
biosyntezy biatka. Z kolei sdRNA powstajgce ze snoRNA wystepujg w bardzo matych ilosciach
w komorce, dlatego skupitam sie na opracowaniu metody ich rzetelnej detekcji. W najblizszej
przysztosci zamierzam potozy¢ nacisk na zgtebienie doktadnego mechanizmu regulacji
ekspresji gendw poprzez oddziatywania tRF/rybosom oraz sdRNA/rybosm. Jednakze juz na
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tym etapie, uwazam, ze moje badania w znaczgcy sposob poszerzyty wiedze na temat krotkich
regulatorowych RNA.

Zachowawczo$¢ mechanizméw molekularnych miedzy drozdzami a cztowiekiem pozwala na
uzycie komorek S. cerevisiage jako modelu do badarn mechanizméw doprowadzajgcych do
wielu chordb cztowieka. Okoto 30% znanych gendw zaangazowanych w ludzkie choroby
posiada drozdzowe ortologi. Obecnie drozdze z powodzeniem uzywane sg do badan schorzen
neurodegeneracyjnych, takich jak choroba Alzheimera, choroba Parkinsona czy choroba
Huntingtona [25]. Poza tym stres oksydacyjny zostat powigzany z procesami nowotworzenia i
starzenia. Ze wzgledu na uniwersalnos$c reakcji na stres, szczegétowa analiza w S. cerevisiae
pomaga lepiej zrozumie¢ mechanizmy obronne od mikroorganizméw poczawszy do
cztowieka. W konsekwencji, stanowi niezbedne fundamenty praktycznych zastosowan
eksploatacyjnych, szczegdlnie w piekarnictwie, gorzelnictwie, browarnictwie i winiarstwie. W
odniesieniu do zastosowan przemystowych, reakcja na stres jest kluczowa dla komodrek
drozdzy. Zastosowanie przemystowe naraza drozdze na wptyw niekorzystnych warunkow.
Nowe funkcjonalne krotkie RNA powinny ponadto stanowi¢ potencjalne cele dla terapii
przeciwgrzybiczych. Uwazam, ze poprzez moje badania podstawowe z zakresu nowych
mechanizmoéw regulacji ekspresji genéw zaleznych od stresu, bedziemy mogli przyczynic sie
do rozwoju branzy przemystu wykorzystujgcych drozdze.

5. Omowienie pozostatych osiggnie¢ naukowo - badawczych.

5.1. Osiagniecia naukowo-badawcze przed przyznaniem stopnia doktora.

Méj dorobek naukowy przed przyznaniem stopnia doktora nauk chemicznych obejmuje 8
prac, w tym 4 prace eksperymentalne [1-2, 25-26], trzy prace przeglagdowe [27-29] i jeden
rozdziat w monografii [30].

Prace naukowa rozpoczetam jeszcze jako studentka Wydziatu Biologii Uniwersytetu im. A.
Mickiewicza w Poznaniu, gdzie pod opiekg naukowg prof. Marii Krzakowej realizowatam prace
magisterskg ,Genetyczna rdéznorodnos¢ populacji debu omszonego (Quercus pubescens
Willd.) w odniesieniu do innych gatunkéw rodzimych (Quercus petraea Matt. Lieb and
Quercus robur L)”. Zajmowatam sie wowczas profilowaniem zrdznicowania genetycznego
wewnatrz- jak i miedzy-populacyjnego rodzimych gatunkéw debu z zastosowaniem analiz
biochemicznych izoenzymdw [25]. Ponadto, w ramach dodatkowego projektu, oszacowatam
roznorodnosé debu omszonego analizujgc cechy morfologiczne lisci [26]. Temat zmiennosci
genetycznej jest nadal ogromnie aktualny a wspodtpraca z prof. Krzakowa nawigzana podczas
pracy magisterskiej jest przeze mnie kontynuowana. Obecnie, wspdlnie realizujemy projekt
dotyczgcy zmiennosci allozymoéw peroksydazy w populacji debu omszonego a praca dotyczgca
tego tematu jest na etapie recenzji.
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Prace doktorska realizowatam w Instytucie Chemii Bioorganicznej Polskiej Akademii Nauk pod
opiekg prof. Tomasza Twardowskiego. W jej trakcie zajmowatam sie gtdwnie realizacja
projektu promotorskiego, ktérego bytam kierownikiem, finansowanego przez Ministerstwo
Szkolnictwa Wyzszego i Edukacji ,Korelacja struktury i funkcji wybranych fragmentéw rRNA w
regulacji biosyntezy polipeptydéw w uktadzie roslinnym”. Z zastosowaniem technologii
antysensowych oligonukleotydéw (aDNA) badatam dostepnos¢ poszczegdlnych domen
rybosomu tubinowego w zmiennych stanach konformacyjnych [1, 2]. Samodzielnie
projektowatam czasteczki krétkich aDNA, tak, aby badac¢ miejsca opisywane w literaturze jako
funkcjonalnie wazne w rybosomalnych RNA duzej i matej podjednostki. Udowodnitam, ze
krotkie czgsteczki kwaséw nukleinowych moge by¢ w powodzeniem stosowane w
modulowaniu procesu biosyntezy biatka. Prace te s o tyle istotne, ze w tamtym czasie
poznano jedynie strukture krystaliczng rybosomu prokariotycznego, wigc nasze prace
biochemiczne byty jednymi z pierwszych wskazujgcych na zmiany konformacyjne rybosomow
eukariotycznych. Podczas realizacji mojej pracy doktorskiej podjetam  probe
usystematyzowania wiedzy dotyczacej funkcjonowania rybosoméw jak i mozliwosci
potencjalnych zastosowan krétkich kwaséw nukleinowych. W efekcie, powstaty trzy prace
przegladowe, ktdrych jestem pierwsza autorkg [27-29] oraz rozdziat w monografii [30].

5.2. Osiggniecia naukowo-badawcze po przyznaniu stopnia doktora.

Moj dorobek naukowy po przyznaniu stopnia doktora nauk chemicznych (bez prac
wchodzgcych w sktad osiggniecia habilitacyjnego) obejmuje 14 prac, w tym 3 prace
eksperymentalne [31, 38, 40], siedem prac przegladowych [32-37, 41] i cztery rozdziaty w
monografiach [3, 24, 39, 42]. W tym czasie bytam réwniez ko-edytorem dwoch wydan
kwartalnika Biotechnologia, poswieconych strukturze i funkcjonowaniu rybosomow (#1/2009)
a takze niekodujgcym RNA (#3/2010).

Gtéwny nurt moich zainteresowari badawczych, bedacych kontynuacjg zainteresowan
rodzacych sie podczas realizacji pracy doktorskiej, obejmuje funkcjonowanie rybosomu a
takze mozliwosci regulacji jego dziatania poprzez krétkie niekodujagce RNA. Tematyka
funkcjonowania rybosomdéw prokariotycznych byta przeze mnie badana w laboratorium prof.
Norberta Polacka w Innsbrucku (Institute of Molecular Genetics, Innsbruck Medical
University). Zajmowatam sie wowczas rolg nukleotydu w pozycji A2602 w procesie terminacji
translacji, jednym z dwdch (obok syntezy wigzania peptydowego) kluczowych reakcji podczas
biosyntezy biatka w rybosomie. Nasz zespdt badawczy odkryt, ze grupa 2°OH rybozy w pozycji
A2602 jest elementem niezbednym dla prawidtowego uwolnienia peptydylo-tRNA z
rybosomu, przy czym nie ma wptywu na reakcje transpeptydacji, jak wczesniej sgdzono [31].
Pozostajgc w tej tematyce, przeanalizowatam zaréwno nasze dotychczasowe doniesienia jak i
systematycznie pojawiajgce sie dane literaturowe i przygotowatam artykuty przeglagdowe
dotyczace struktury i funkcjonowania rybosomow eukariotycznych [32] oraz samego procesu
terminacji translacji [33]. W tym czasie petnitam role edytora tematycznego zeszytu
Biotechnologii, poswieconego rybosomowi (#1/2009), na potrzeby ktérego przygotowatam
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komentarz dotyczacy historii odkrycia i wczesnych badan rybosomoéw [34] a takze kilka prac
traktujacych o najnowszych doniesieniach o rybofagii [35], ponownym wykorzystywaniu przez
komdrke rybosomoéw eukariotycznych [36] i strukturze rybosomalnych mostkéw miedzy
podjednostkami [37].

Jednoczeénie, moje zainteresowania kierowaty sie coraz bardziej od zgtebiania molekularnych
mechanizméw funkcjonowania rybosomu ku mozliwosciom regulacji tego procesu. Jeszcze w
laboratorium prof. Twardowskiego realizowatam projekt dotyczgcy mini-tRNA. Wykazatam
wowczas, ze minimalne czasteczki tRNA, sktadajace sie jedynie z petli antykodonowej i pnia
akceptorowego lub jedynie z petlu DHU i pnia akceptorowego, sg zdolne do wigzania sie do
rybosomalnych miejsc A i P, do ktérych podczas biosyntezy biatka w komdrce przytaczane sq
odpowiednie tRNA [38]. Praca ta okazata sie¢ w pdiniejszym czasie niezwykle istotna przy
interpretacji wynikéw dotyczacych potencjatu regulatorowego drozdzowych tRF [publikacja
4].

Obecnie, gtéwny nurt moich prac badawczych oscyluje nadal wokot krotkich RNA regulujgcych
dziatanie rybosomu. Badania realizowane sg w ramach projektu Sonata NCN, ktérego jestem
kierownikiem. W sktad mojego zespotu badawczego realizujacego projekt wchodzi
doktorantka oraz dwdch magistrantéw, ktérych jestem opiekunem naukowym. Aktualnie
skupiamy sie nad poszukiwaniem zaleznosci pomiedzy warunkami stresowymi a
powstawaniem krétkich RNA ze snoRNA, umiejscowieniem procesu przetwarzania snoRNA do
sdRNA w konkretnym kompartmencie komdérkowym a takze poznaniem mechanizmu regulacji
translacji z udziatem sdRNA w modelowych organizmach eukariotycznych. W perspektywie,
chcieliby$my zwrdci¢ sie ku badaniom choréb, ktére swoje podtoze majg w nieprawidtowym
dziataniu rybosoméw (rybosomopatie). W tym temacie w ostatnim czasie opublikowalismy
trzy rozdziaty w monografiach [6, 24, 39].

Poza gtéwnymi zainteresowaniami zwigzanymi z niekodujagcymi RNA oddziatujgcymi z
rybosomami, poczawszy od 2012 roku wtaczytam sie w nurt badar dotyczacy proby
stworzenia uniwersalnej metody pozwalajacej na doktadne oznaczenie katalogu stabilnych
struktur drugorzedowych RNA dla catego transkryptomu ludzkiego w warunkach in vivo a
takze stworzenie rzetelnej metody oznaczania produktow przedwczesnej terminacji
transkrypcji in vivo. Oba projekty realizowane s3 we wspdtpracy z Zaktadem Biologii
Obliczeniowe] Wydziatu Biologii UAM w Poznaniu, gdzie zlokalizowany jest projekt Sonata
finansowany przez Narodowe Centrum Nauki ,,Badania struktury drugorzedowej RNA in vivo z
zastosowaniem metod wysokowydajnego sekwencjonowania” (kierownik projektu: dr Marek
Zywicki). Aby osiggna¢ zamierzony cel, potaczone zostaty metody eksperymentalne biologii
molekularnej z bioinformatycznymi. W ogdlnym zarysie, zaplanowalismy wykonanie
modyfikacji rejondw jednoniciowych natywnych RNA w komdrkach ludzkich oraz
sekwencjonowanie z uzyciem wysokowydajnych metod skréconych w wyniku modyfikacji
czasteczek cDNA, reprezentujacych kompletny transkryptom. Zaktadamy, ze analiza
obliczeniowa danych pochodzacych z sekwencjonowania pozwoli na zidentyfikowanie
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rejondw RNA wrazliwych na czynnik modyfikujgcy i finalnie na skonstruowanie map
dostepnosci strukturalnej transkryptomu. Do tej pory wykazaliSmy, Ze zastosowanie
ograniczen w postaci danych z prébkowania chemicznego podczas przewidywania struktury
drugorzedowej krétkich RNA w niklty sposéb wptywa na jakos¢ modelu. Natomiast
wprowadzenie znanych pozycji modyfikacji nukleotydéow wptywa na modele zaréwno
uwzgledniajgce jak i nieuwzgledniajagce dane z probkowania chemicznego podczas
przewidywania struktury drugorzedowej krétkich RNA [40]. Ponadto, zebraliSmy istniejgce
dane literaturowe dotyczace potencjatu aplikacyjnego silnie ustrukturyzowanych czgsteczek
RNA reagujgcych zmiang konformacyjng na dostepno$¢ niskoczgsteczkowych ligandow
(ryboprzetaczniki) i przedstawiliSmy je w postaci artykutu przeglagdowego [41] oraz rozdziatu w
monografii [42].

Wyniki swoich badan naukowych prezentowatam nie tylko w postaci publikacji naukowych ale
rowniez na prestizowych konferencjach naukowych, krajowych i zagranicznych, zaréwno w
formie referatu jak i prezentacji posterowych. Od lat staram sie spetnia¢ swojg role
dydaktyczng i popularyzowac osiggniecia naukowe. Stad, obok znacznej ilosci artykutéw o
charakterze przeglgdowych bytam jak dotgd promotorem pieciu prac magisterskich i aktywnie
uczestnicze w spotecznosci tworzacej towarzystwa naukowe — jestem cztonkiem Polskiego
Towarzystwa Biochemicznego a w Polskiej Federacji Biotechnologii dodatkowo petnie funkcje
kierownika Biura PFB. Jako mama tréjki dzieci, chetnie wiaczatam sie w organizacje
warsztatow przedstawiajgcych w jasny sposob prace w laboratorium dzieciom ze szkot
podstawowych oraz uczestnicze w projekcie ,0d laika do przyrodnika” skierowanym do
mtodziezy licealnej. Szczegotowe dane dotyczgce mojego dorobku naukowego zostaty
zebrane w Zatgczniku nr 6 a informacje o osiggnieciach dydaktycznych, wspétpracy naukowej i
popularyzacji nauki w Zataczniku nr 7.

Literatura uzupetniajgca:

1) Dudzinska-Bajorek B, Bgkowska K, Twardowski T (2006) Conformational changes of L-rRNA during
elongation of polypeptide. J Plant Physiol 163: 463-474.

2) Bakowska-Zywicka K, Twardowski T (2007) Correlation of the structure and conformational
changes of selected fragments of plant small ribosomal RNA within the steps of polypeptide chain
elongation. J Plant Physiol 164: 496-504.

3) Bakowska-Zywicka K, Kietrys AM, Twardowski T (2008) Antisense oligonucleotides targeting
universally conserved 26S rRNA domains of plant ribosomes at different steps of polypeptide
elongation. Oligonucleotides 18: 75-86.

4)  Gasch AP, Spellman PT, Kao CM, Carmel-Harel O, Eisen MB, Storz G, Botstein D, Brown PO (2000)
Genomic expression programs in the response of yeast cells to environmental changes. Mol Biol
Cell 11: 4241-4257.

5) Gebetsberger J, Polacek N (2013) Slicing tRNAs to boost functional ncRNA diversity. RNA Biol 10:
1798-17806.

6) Tyczewska A, Bakowska-Zywicka K, Gracz J, Twardowski T (2016) Stress Responsive Non-protein
Coding RNAs, In book: Abiotic and Biotic Stress in Plants - Recent Advances and Future
Perspectives, Edition: 1, Chapter: 7, Publisher: InTech - Open Access Publisher, Editors: Arun K.
Shanker, Chitra Shanker, pp.153-181

12



KAMILLA BAKOWSKA-ZYWICKA ZAtACZNIK 2 - AUTOREFERAT

7)
8)

9)

10)
11)
12)
13)
14)

15)

16)

17)

18)
19)

20)

21)

22)

23)

24)

25)

26)

27)

Thompson DM, Lu C, Green PJ, Parker R (2008) tRNA cleavage is a conserved response to
oxidative stress in eukaryotes. RNA 14(10): 2095-2103.

Thompson DM, Parker R (2009) The RNase Rnylp cleaves tRNAs and promotes cell death during
oxidative stress in Saccharomyces cerevisiae. J Cell Biol 185(1): 43-50.

Kumar P, Anaya J, Mudunuri SB and Dutta A (2014) Meta-analysis of tRNA derived RNA fragments
reveals that they are evolutionarily conserved and associate with AGO proteins to recognize
specific RNA targets. BMC Biol 1, 12-78.

Gebetsberger J, Zywicki M, Kiunzi A, Polacek N (2012) tRNA-derived fragments target the
ribosome and function as regulatory non-coding RNA in Haloferax volcanii. Archaea 2012:260909.
lvanov P, Emara MM, Villen J, Gygi SP, Anderson P (2011) Angiogenin-induced tRNA fragments
inhibit translation initiation. Mol Cell 43(4): 613-23.

Ender C, Krek A, Friedlander MR, Beitzinger M, Weinmann L, Chen W, Pfeffer S, Rajewsky N,
Meister G (2008) A human snoRNA with microRNA-like functions. Mol Cell 32: 519-528.

Lee YS, Shibata Y, Malhotra A, Dutta A (2009) A novel class of small RNAs: tRNA-derived RNA
fragments (tRFs). Genes Dev 23: 2639-2649.

Li Z, Kim SW, Lin Y, Moore PS, Chang Y, John B (2009) Characterization of viral and human RNAs
smaller than canonical microRNAs. J Virol 83: 12751-12758.

Michel Cl, Holley CL, Scruggs BS, Sidhu R, Brookheart RT, Listenberger LL, Behlke MA, Ory DS,
Schaffer JE (2011) Small nucleolar RNAs U32a, U33, and U35a are critical mediators of metabolic
stress. Cell Metab 14: 33-44.

Bortolin-Cavaille ML, Cavaille J (2012) The SNORD115 (H/MBII-52) and SNORD116 (H/MBII-85)
gene clusters at the imprinted Prader-Willi locus generate canonical box C/D snoRNAs. Nucleic
Acids Res 40: 6800-6807.

Kishore S, Khanna A, Zhang Z, Hui J, Balwierz PJ, Stefan M, Beach C, Nicholls RD, Zavolan M,
Stamm S (2010) The snoRNA MBII- 52 (SNORD 115) is processed into smaller RNAs and regulates
alternative splicing. Hum Mol Genet 19: 1153-1164.

Bai B, Yegnasubramanian S, Wheelan SJ, Laiho M (2014) RNA-Seq of the nucleolus reveals
abundant SNORD44-derived small RNAs. PLoS One 9: e107519.

Brameier M, Herwig A, Reinhardt R, Walter L, Gruber J (2011) Human box C/D snoRNAs with
miRNA like functions: expanding the range of regulatory RNAs. Nucleic Acids Res 39: 675-686.
Burroughs AM, Ando Y, de Hoon MJ, Tomaru Y, Suzuki H, Hayashizaki Y, Daub CO (2011) Deep-
sequencing of human Argonautea-ssociated small RNAs provides insight into miRNA sorting and
reveals Argonaute association with RNA fragments of diverse origin. RNA Biol 8: 158-177

Saraiya AA, Wang CC (2008) snoRNA, a novel precursor of micro-RNA in Giardia lamblia. PLoS
Pathog 4: e1000224.

Hutzinger R, Feederle R, Mrazek J, Schiefermeier N, Balwierz PJ, Zavolan M, Polacek N, Delecluse
HJ, Huttenhofer A (2009) Expression and processing of a small nucleolar RNA from the Epstein-
Barr virus genome. PLoS Pathog 5: e1000547.

Varkonyi-Gasic E, Wu R, Wood M, Walton EF, Hellens RP (2007) Protocol: a highly sensitive RT-
PCR method for detection and quantification of microRNAs. Plant Meth 3: 12.

Walkowiak M, Bakowska-Zywicka K (2016) Na co choruja drozdze - modelowanie chordb
cztowieka w Saccharomyces cerevisiae, w: Postep medycyny w leczeniu i ochronie zdrowia, Tom
I, Wydawnictwo Naukowe TYGIEL sp. Z 0. 0., Lublin, Polska, Red: B. Drop, P. Kicirski, s. 55-66
Krzakowa M, Bgkowska K, Danielewicz W (2004) Genetic variation patterns in marginal population
of pubescent oak (Quercus pubescens Willd.) at Bielinek, on the Odra River. Ecological Questions
4:77-82.

Danielewicz W, Bgkowska K, Krzakowa M (2003) Variability of downy oak (Quercus pubescens
Willd.) marginal population in Bielinek (north-western Poland) in morphological traits of leaves.
Rocznik Dendrologiczny 50: 43-48.

Bakowska K, Dudziriska-Bajorek B, Twardowski T (2004) Mini-tRNA jako narzedzie identyfikacji
elementow struktury tRNA odpowiedzialnych za aminoacylacje. Postepy Biochem 50: 2-10.

13



KAMILLA BAKOWSKA-ZYWICKA ZAtACZNIK 2 - AUTOREFERAT

28) Bakowska K (2005) Funkcja wybranych fragmentdw 16S rRNA matej podjednostki rybosomalnej w
procesie biosyntezy biatka. Biotechnologia 2(69): 206-214.

29) Bakowska-Zywicka K, Tyczewska A, Twardowski T (2006) Kontrowersje wokét mechanizmu syntezy
wigzania peptydowego w rybosomie. Postepy Biochem 52(2): 166-172.

30) Tyczewska A, Bakowska-Zywicka K, Twardowski T(2006) Terapeutyczne zastosowania aptamerdéw.
Na pograniczu chemii i biologii XIV: 175-203.

31) Amort M, Wotzel B, Bakowska-Zywicka K, Erlacher MD, Micura R, Polacek N (2007) An intact
ribose moiety at A2602 of 23S rRNA is key to trigger peptidyl-tRNA hydrolysis during translation
termination. Nucleic Acids Res 35(15): 5130-40.

32) Bakowska-Zywicka K, Twardowski T (2008) Struktura i funkcjonowanie rybosomu eukariotycznego,
Postepy Biochem 54 (3): 251-263.

33) Bakowska-Zywicka K, Sikora M, Twardowski T (2008) Btedy w odszyfrowywaniu informacji
genetycznej - rola rybosomalnego miejsca E. Postepy Biochem 54 (4): 1-8.

34) Bakowska-Zywicka K, Tyczewska A (2009) The structure of the ribosome - short history,
Biotechnologia 1(84): 14-23.

35) Bakowska-Zywicka K, Tyczewska A (2009) Ribophagy - the novel degradation system of the
ribosome. Biotechnologia 1(84): 99-103.

36) Tyczewska A, Bakowska-Zywicka K (2009) Recycling of eukaryotic ribosomes. Biotechnologia 1(84):
81-85.

37) Kietrys AM, Szopa A, Bakowska-Zywicka K (2009) Structure and function of intersubunit bridges in
procaryotic ribosome. Biotechnologia 1(84): 48-58.

38) Bakowska-Zywicka K, Kietrys A, Twardowski T (2008) Antisense oligonucleotides targeting
universally conserved 26S rRNA domains of plant ribosomes at different steps of polypeptide
elongation. Oligonucleotides 18: 75-86.

39) Mleczko AM, Bakowska-Zywicka K (2016) Ciemna strona rybosomu - choroby zwigzane z
powstawaniem i funkcjg rybosomow, w: Postep medycyny w leczeniu i ochronie zdrowia, Tom Il
Wydawnictwo Naukowe TYGIEL sp. Z 0. 0., Lublin, Polska, Red: B. Drop, P. Kicifski, s. 186-205

40) Plucinska M, Bakowska-Zywicka K, Zywicki M (2016) Suitability of high-throughput DMS-probing
data for constraining the secondary structure prediction of small RNAs. BioTechnologia 97(3):
161-167.

41) Machtel P, Bakowska-Zywicka K, Zywicki M (2016) Emerging applications of riboswitches - from
antibacterial targets to molecular tools. ] Appl Genet 57(4): 531-541.

42) Machtel P, Bakowska-Zywicka K, Zywicki M (2016) Ryboprzetaczniki w medycynie, w: Postep
medycyny w leczeniu i ochronie zdrowia, Tom Il, Wydawnictwo Naukowe TYGIEL sp. Z o. o,
Lublin, Polska, Red: B. Drop, P. KiciAski, s. 206-219

Wt ol Komelle B glew Mk /Jram‘otp

14



