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4. Omdwienie osiggniecia naukowego

4.1. Tytut osiggniecia

Czynniki determinujgce rozmieszczenie topoizomerazy | na terenie jadra
komorkowego.

4.2. Spis publikacji wchodzqcych w sktad osiggniecia naukowego

Wyniki, ktore sktadajg sie na osiggniecie naukowe, zostaty opublikowane jako monotematyczna seria
pieciu artykutéw naukowych, obejmujaca jedng prace przeglagdowa, bedaca rozdziatem w monografii
(Publikacja nr 1) oraz cztery prace eksperymentalne (Publikacje nr 2 - 5).

** oznacza autora korespondencyjnego. IF zostat podany na podstawie bazy Journal Citation Reports
zgodnie z rokiem opublikowania, dla pracy z 2019 r. podano IF za 2017 r. Cytowania
(bez autocytowan) zostaty podane na podstawie bazy Web of Science (WoS).

Publikacja 1. Starorn K™, Girstun A. 2013. Nucleolar protein anchoring and translocation.
W: O'Day DH, Catalano A (red.), Proteins of the nucleolus. Dordrecht, Netherlands: Springer,
str. 209-247.

Publikacja 2. Girstun A, Kowalska-Loth B, Czubaty A, Klocek M, Starorn K™. 2008. Fragment
responsible for translocation in the N-terminal domain of human topoisomerase |. Biochem Biophys
Res Commun; 366:250-257.

IF,008= 2,648; cytowania: 3

Publikacja 3. Ishikawa T, Krzysko KA, Kowalska-Loth B, Skrajna AM, Czubaty A, Girstun A, Cieplak MK,
Lesyng B, StaroA K*'. 2012. Activities of topoisomerase | in its complex with SRSF1. Biochemistry;
51:1803-1816.

IF501,= 3,377; cytowania: 1 w WoS Core Collection, +1 w WoS BIOSIS Citation Index

Publikacja 4. Girstun A™, Ishikawa T, Kowalska-Loth B, Czubaty A, Starori K. 2017. Subnuclear
localization of human topoisomerase I. J Cell Biochem; 118:407-419.
IF017= 2,959; cytowania: 1

Publikacja 5. Girstun A™, Ishikawa T, StaroA K. 2019. Effects of SRSF1 on subnuclear localization
of topoisomerase |. J Cell Biochem; DOI: 10.1002/jcb.28459 (opublikowana wersja elektroniczna,
oczekuje na wigczenie do odpowiedniego tomu pisma).

IFy017= 2,959; cytowania: 0

Opis mojego wktadu w powstanie kazdej publikacji zostat zamieszczony w Zataczniku nr 5 (,,Wykaz
opublikowanych prac naukowych i informacja o osiggnieciach dydaktycznych, wspdtpracy naukowej
i popularyzacji nauki”). Oswiadczenia wspdtautoréw okreslajgce ich indywidualny wktad w powstanie
wszystkich prac mozna znalez¢ w Zatgczniku nr 6.
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4.3. Omdwienie celu naukowego i osiggnietych wynikdw

Cel badan.

Ogdlnym celem badan byto poznanie czynnikbw odpowiedzialnych za dystrybucje
topoizomerazy DNA | (topl) miedzy jaderko a nukleoplazme w jadrze komodrek cztowieka.
Szczegétowe cele obejmowaty identyfikacje w czgsteczce top | rejonédw kluczowych dla jej lokalizacji
w tych przedziatach wewnatrzjgdrowych oraz znalezienie zewnetrznych czynnikéw w Srodowisku
jgdrowym wptywajgcych na rozmieszczenie enzymu.

Uzasadnienie podjecia badan.

Top | jest wielofunkcyjnym enzymem wykazujagcym dwie niezalezne aktywnosci katalityczne
i dziatajgcym wytacznie w jadrze komodrkowym. Katalizuje relaksacje superhelikalnego DNA
(Capranicoi in., 2017) i fosforylacje czynnikow splicingowych nalezgcych do rodziny biatek SR
(bogatych w seryne-arginine), sposréd ktérych jej gtédwnym substratem jest SRSF1
(ang. serine/arginine-rich splicing factor 1; Rossi i in., 1996). Niektdre ze swoich funkcji, np. relaksacje
DNA, top | realizuje zaréwno w jaderku, jak i nukleoplazmie, chociaz zapotrzebowanie
na te aktywnos¢ jest rézne w obu tych przedziatach. Inne funkcje, np. fosforylacja biatek SR,
sg wiasciwe tylko dla jednego przedziatu wewnatrzjagdrowego, w tym wypadku dla nukleoplazmy.
Dostepnos$¢ top | w okreSlonych obszarach jadra ma kluczowe znaczenie dla przebiegu
podstawowych procesdw komorkowych: wydajnej transkrypcji (relaksacja DNA), splicingu pre-mRNA
(fosforylacja biatek SR) oraz utrzymywania stabilno$ci genomu (obie te aktywnosci; EI Hage i in.,
2010). Odpowiednia dystrybucja top | pomiedzy jagderko a nukleoplazme jest zatem niezbedna
dla prawidtowego funkcjonowania komorki. Ponadto fizjologiczne rozmieszczenie top | ulega
istotnemu zaburzeniu w komdrkach traktowanych lekami przeciwnowotworowymi, ktére
sg pochodnymi roslinnego alkaloidu — kamptotecyny (CPT; Christensen i in., 2004). Istniejg zatem
dwa gtéwne watki badawcze zwigzane z lokalizacjg wewnatrzjadrowg top |. Pierwszy dotyczy
poznania czynnikdw regulujacych rozdzielenie puli top | miedzy jaderko a nukleoplazme
w warunkach fizjologicznych, drugi — czynnikéw decydujacych o gwattownym przemieszczeniu top |
z jaderka do nukleoplazmy w odpowiedzi na CPT.

Wprowadzenie teoretyczne i hipotezy badawcze.

Jadro komoérkowe to wysoce uporzadkowana struktura, ktérej wnetrze nie jest jednorodne,
ale mozna w nim wyrdzni¢ zdefiniowane przedziaty wewnatrzjagdrowe, m. in. kilka typdw ciat
jadrowych, do ktoérych zaliczamy jaderka, ciata Cajala, ciata PML i in. Ciata jadrowe sg pozbawionymi
btony konglomeratami zbudowanymi z kwaséw nukleinowych i biatek. Ze wzgledu na to, ze nie sg
oddzielone od otaczajgcego Srodowiska zadng fizyczng barierg, ich integralnosé Scisle zalezy
od oddziatywan miedzy budujgcymi je czasteczkami. Z tego samego powodu moze odbywad sie
swobodna wymiana sktadnikéw biatkowych miedzy ciatami jgdrowymi a nukleoplazmg (Stanék i Fox,
2017). Najwazniejszymi ciatami jadrowymi sg jaderka formowane wokét fragmentédw okreslonych
chromosomow obejmujgcych tzw. organizatory jaderka (inaczej obszary jaderkotwoércze;
ang.: nucleolar organizer region, NOR).
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Jaderka sg strukturami bardzo dynamicznymi. Obecnie uznaje sie, ze biatka jgdrowe sg w ciggtym
ruchu, a to, co obserwujemy jako lokalizacje w jaderku (lub w innych ciatach jadrowych) wynika
ze spowolnienia tego ruchu przez przejSciowe oddziatywania z czgsteczkami wczesniej tam
przytagczonymi. Biatka jaderkowe tworzg sie¢ oddziatywan inicjowanych przez podstawowe biatka
wigzgce sie bezposrednio z NOR lub pre-rRNA (Németh i Grummt, 2018). Liczne biatka lokalizujg sie
w wiecej niz jednym przedziale wewnatrzjagdrowym, a ich rozmieszczenie jest wypadkowsq sity
wigzania do réznych przedziatéw. Wigzanie w jaderku czesto jest regulowane przez np. modyfikacje
posttranslacyjne, wigzanie drobnoczasteczkowego ligandu, pH i in. Niektdre biatka wigzg sie
w jaderkach za pomoca wiecej niz jednego mechanizmu. Przyktadem takiego biatka jest ludzka top |,
nalezaca do podrodziny topoizomeraz DNA typu IB.

Ludzka top | jest zbudowana z pojedynczego tancucha polipeptydowego, a w jej czasteczce mozna
wyroznic cztery domeny: N-koncowa, rdzeniowa, tgcznikowg i C-koricowq (ryc. 1). Domena rdzeniowa
i C-koncowa tworzg centrum katalityczne enzymu w reakcji relaksacji. S3 one potgczone domeng
tacznikowa zbudowang z dwéch dtugich helis a (Redinbo i in., 1998). Domena N-koncowa pozostaje
w znacznym stopniu niesfatdowana i nie jest konieczna dla zachowania aktywnosci relaksacyjnej
(Alsner i in.,, 1992), natomiast jest niezbedna dla aktywnosci top | dziatajagcej jako kinaza
(tzw. aktywnosci kinazowej), poniewaz w jej obrebie wigzane sg fosforylowane substraty biatkowe
(Labourieriin., 1998).

domeny: N-koricowa rdzeniowa facznikowa C-koricowa
I 1
v-Cl ) .
I |
1 68 215 636 713 765

Ryc. 1. Schemat budowy domenowej ludzkiej top .

Na poczatku realizacji projektu wiadomo byto, ze dystrybucja top | pomiedzy jaderko a nukleoplazme
zalezy od jej aktywnosci relaksacyjnej. W warunkach fizjologicznych top | wystepuje w obu tych
przedziatach wewnagtrzjgdrowych, ale znaczgco koncentruje sie w jaderkach, gdzie zachodzi
intensywna transkrypcja rDNA (Christensen i in., 2002b). Top | jest swoiscie wigzana w osrodku
widknistym (ang. fibrillar center, FC) jaderek, kolokalizujgc sie tam z polimerazg | RNA. Po wytgczeniu
aktywnosci relaksacyjnej przez wprowadzenie punktowej substytucji w centrum katalitycznym
(Y723F), preferencja do jaderka zanika, a top | lokalizuje sie rGwnomiernie na terenie catego jadra
komodrkowego (Christensen i in., 2002b). Obserwacje te staty sie podstawg powszechnego
przekonania, ze aktywno$¢ relaksacyjna jest dominujgcym czynnikiem odpowiedzialnym
za koncentracje jaderkowa enzymu. Z drugiej strony, domena N-koricowa dodatkowo kotwiczy top |
w jagderku niezaleznie od aktywnosci enzymatycznych, a oddziatywania niekatalityczne tej domeny
sg odpowiedzialne za precyzyjne rozmieszczenie biatka wewnatrz jagderka. Top | pozbawiona domeny
N-koncowej zachowuje aktywnos¢ relaksacyjng i pozostaje skoncentrowana w jaderkach, ale jest
w nich rozmieszczona réwnomiernie zamiast lokalizowac¢ sie gtéwnie w osrodku widknistym
(Christensen i in., 2002a). Warto podkresli¢, ze rekombinowany polipeptyd odpowiadajgcy domenie
N-koncowej silnie koncentruje sie w jaderkach, ale obecnos¢ tej domeny nie wystarcza,
aby skierowac do jgderek petnej dtugosci top | pozbawiong aktywnosci relaksacyjnej (top | [Y723F]).
Sugeruje to, ze pozostata cze$¢ czasteczki top | zawiera elementy, ktére preferencyjnie zatrzymujg
enzym w nukleoplazmie.
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Na podstawie powyzszych danych zostata sformutowana hipoteza nr 1: W czasteczce top | mozna
wyroznic¢ rejony niezbedne dla jej lokalizacji w jaderku lub nukleoplazmie. Hipoteza nr 1 stata sie
podstawa badan, ktérych wyniki zostaly wigczone do prezentowanego osiggniecia naukowego
i opisane w publikacjach nr 2 4.

Kolejne pytanie brzmi: jakie czynniki zewnetrzne odpowiadajg za kierowanie top | do rdznych
przedziatéw wewnatrzjgdrowych? Najbardziej oczywistymi kandydatami sg biatka oddziatujace z top |
i kolokalizujace sie z nig w jaderku lub w nukleoplazmie. Poznano przynajmniej kilka takich biatek
(np. polimeraza | RNA, Christensen i in., 2002a), ale zadne z nich nie zostato dotychczas
zidentyfikowane jako element wptywajacy na rozmieszczenie top | w komorkach cztowieka. Wiadomo
jedynie, ze poziom biatka B52/SRp55, nalezgcego do rodziny SR, wptywa na dystrybucje
wewnatrzjgdrowa top | u Drosophila melanogaster (Juge i in., 2010). Z drugiej strony, juz w czasie
realizacji przedstawianego projektu, pojawity sie przestanki, ze rozmieszczenie top | moze zaleze¢
nie tylko od biatek, z ktérymi scisle sie kolokalizuje. Top | jest zaangazowana w ochrone genomu
przed uszkodzeniami wywotywanymi przez rozlegte hybrydy RNA:DNA zwane petlami R, ktdre
powstajg podczas transkrypcji (El Hage i in., 2010). Ochrone te zapewnia nie tylko top |, ale takze
kilka innych biatek, z ktérych gtéwna role odgrywajg RNaza H1 i kanoniczny substrat fosforylowany
przez top I/kinaze, czyli biatko SRSF1. Kazde nich dziata na drodze innego mechanizmu. Top | usuwa
generowany za aparatem transkrypcyjnym negatywny superheliks, ktéry promuje powstawanie
petliR. RNaza H1, bedaca endonukleazg swoistg wzgledem hybryd RNA:DNA, bezposrednio
degraduje petle R. Natomiast SRSF1 wigze sie z powstajagcym pre-mRNA, zapobiegajac jego
oddziatywaniu z matrycg DNA (Skourti-Stathaki i Proudfoot, 2014). RNaza H1, podobnie jak top |,
dziata zaréwno w jaderkach, jak i nukleoplazmie, a jej obecnos¢ w jgderkach jest ujemnie
skorelowana z lokalizacjg top |. Rozmieszczenie obu enzymoéw jest w przyblizeniu zréwnowazone.
Wraz z przemieszczaniem sie top | do nukleoplazmy rosnie ilos¢ RNazy H1 w jaderkach. Ponadto,
w komérkach o obnizonym poziomie RNazy H1 wzrasta ilos¢ top | i odwrotnie, ilos¢ top | maleje
wraz ze wzrostem poziomu RNazy H1, co sugeruje, ze te dwa enzymy zastepuja sie wzajemnie
przy usuwaniu petli R (Shen i in., 2017). Z drugiej strony, top | i SRSF1 pozytywnie wptywajg
wzajemnie na swoje przytgczanie do miejsc tworzenia petli R (Li i in., 2015). Jednak SRSF1 funkcjonuje
tylko w nukleoplazmie i jedynie top | zlokalizowana poza jgderkami moze z nim wspdtpracowac
(Keshwaniiin., 2015).

Na podstawie powyzszych danych, ktére zostaty dodatkowo poparte niektérymi oryginalnymi
ustaleniami wtasnych badan przedstawionymi w prezentowanym osiggnieciu (opisane ponizej),
zostata sformutowana hipoteza nr 2: SRSF1 moze wptywa¢ na dystrybucje top | pomiedzy jaderko
a nukleoplazme. Hipoteza nr 2 stata sie podstawg badan, ktérych wyniki zostaty wiaczone
do prezentowanego osiggniecia naukowego i opisane w publikacjach nr 3 i 5.

Chociaz top | w optymalnych warunkach fizjologicznych jest silnie skoncentrowana w jaderku, jednak
pod wptywem stresu wywotanego np. przez promieniowanie jonizujgce (Thielmann i in., 1999)
lub suboptymalne warunki wzrostu (niepublikowane obserwacje wtasne) fatwo przemieszcza sie
do nukleoplazmy. Ponadto, top | opuszcza jaderko, gdy zostaje zahamowana transkrypcja rDNA
(np. przez aktynomycyne D) a w jaderku zachodzg znaczne przegrupowania biatek (Christensen i in.,
2004). Gwattowna delokalizacja jgderkowa top | jest réwniez jedng z pierwszych reakcji komadrek
na CPT i jej kliniczne pochodne (np. topotecan), ktora zachodzi juz po mniej niz 1 min traktowania
lekiem (Christensen i in., 2004). CPT jest specyficznym inhibitorem relaksacji DNA katalizowanej
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przez top |. Nalezy do grupy tzw. ,trucizn topoizomerazowych”, poniewaz wigze sie z top | zwigzana
kowalencyjnie z DNA, unieruchamia jg w miejscu wigzania i blokuje reakcje, co prowadzi
do powstawania dwuniciowych nacie¢ w DNA, a ostatecznie do apoptozy. Pochodne CPT
sg stosowane jako leki przeciwnowotworowe (Martino i in., 2017) i delokalizacja indukowana przez
CPT wzbudza najwieksze zainteresowanie ze wzgledu na jej potencjalne znaczenie w odpowiedzi
komodrek na terapie. Jednak niewiele wiadomo na temat mechanizmu tego zjawiska, z wyjgtkiem
obserwacji, ze w odpowiedzi na CPT ruch top | zostaje znacznie spowolniony w nukleoplazmie,
ale nie w jaderkach (Christensen i in., 2002b).

W toku prac zwigzanych z badaniami lokalizacji top | zostata sformutowana hipoteza nr 3:
Przynajmniej niektére czynniki wptywajace na rozmieszczenie wewnatrzjagdrowe top | moga
modyfikowa¢ jej delokalizacje jaderkowg indukowang przez CPT. Hipoteza nr 3 stata sie podstawg
badan, ktorych wyniki zostaty wtaczone do prezentowanego osiggniecia naukowego i opisane
w publikacjach nr 4 5.

Osiggniete wyniki i wnioski z nich ptyngce.

Przeprowadzone badania pozwolity mi zweryfikowaé trzy przedstawione powyzej hipotezy
i potwierdzity méj ogdlny poglad na dystrybucje wewnatrzjgdrowg top | w komodrkach cztowieka,
sformutowany w przeglagdowej publikacji nr 1. Wszystkie eksperymenty przeprowadzitam
z wykorzystaniem modelu linii komérkowej Hela.

Odkrytam, ze rozmieszczenie top | jest regulowane przez sie¢ rownowazacych sie oddziatywan
nieenzymatycznych. W interakcjach posredniczg rézne rejony biatka top I. Zidentyfikowatam obszary
odpowiedzialne zaréwno za kierowanie top | do jaderka, jak i do nukleoplazmy. Wykazatam,
ze aktywnos¢ relaksacyjna jest istotna dla wigzania top | do jaderek tylko wtedy, gdy zréwnowazone
sg oddziatywania nieenzymatyczne. Utrzymanie nienaruszonej sieci oddziatywan ma rdwniez
krytyczne znaczenie dla przemieszczania top | indukowanego przez CPT (zob. publikacje nr 2 i 4).

Szukajgc w $Srodowisku jadrowym czynnikdw zewnetrznych istotnych dla regulacji rozmieszczenia
top |, odkrytam, ze na jej lokalizacje znaczgco wptywa SRSF1. Wykazatam bezposrednio, ze ilos¢ top |
w nukleoplazmie $cisle zalezy od poziomu biatka SRSF1. Im wiecej SRSF1 znajduje sie w komorce, tym
wiecej top | lokalizuje sie w nukleoplazmie. Kiedy spada ilos¢ SRSF1, znacznie wzrasta pula top |
zatrzymywanej w jaderku. Efekt ten jest specyficzny dla SRSF1, ale juz nie dlainnych biatek SR
(zob. publikacja nr 5). Chociaz SRSF1 oddziatuje bezposrednio z top | (zob. publikacja nr 3),
to niewykluczone, ze jego wptyw na lokalizacje top | moze by¢ posredni (zob. dyskusja wynikéw
przedstawionych w publikacji nr 5).

SRSF1 ma kluczowe znaczenie nie tylko dla rozmieszczenia top | w warunkach fizjologicznych,
ale takze dla jej przemieszczania indukowanego przez CPT. W przypadku niedoboru SRSF1, top |
nie ulega delokalizacji z jaderek do nukleoplazmy w odpowiedzi na traktowanie komérek CPT
(zob. publikacja nr 5).

Badania, ktére stanowig podstawe osiggniecia habilitacyjnego, zostaty ponizej przedstawione
bardziej szczegétowo w odniesieniu do artykutdw, w ktdérych pierwotnie je opisano. Prace zostaty
oméwione nie w porzadku chronologicznym publikacji, ale w kolejnosci logicznej omawianych
zagadnien.
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Publikacja 1. Staron K"/, Girstun A. 2013. Nucleolar protein anchoring and translocation.
W: O'Day DH, Catalano A (red.), Proteins of the nucleolus. Dordrecht, Netherlands: Springer,
str. 209-247.

Ogdlna koncepcja projektu zostata przedstawiona w artykule przeglagdowym, ktéry przygotowatam
wspolnie z prof. Krzysztofem Staroniem w odpowiedzi na zaproszenie redaktorow monografii
,Proteins of the nucleolus”. Zostat on napisany po ukazaniu sie mojej pierwszej pracy dotyczacej
lokalizacji top | (publikacja nr 2 w tej dokumentacji) i jest nie tylko czystym przegladem wiedzy
opartym na wczesniej opublikowanych pracach. Przedstawia takze mdj punkt widzenia na reguty
rzadzace rozmieszczeniem wewnatrzjagdrowym top | na tle ogélnej wiedzy dotyczacej lokalizacji
biatek jadrowych. Idea lokalizacji top | w jadrze komdrkowym sprowadza sie do dwéch zasad:

1. Jaderko jest ogromnym wieloczgsteczkowym kompleksem, powstajgcym na drodze
samoorganizacji i kontrolowanym przez reakcje biochemiczne zachodzace zaréwno w samym
jaderku, jak i w otaczajagcym je Srodowisku jadrowym. Biatka jadrowe sg zatrzymywane
w jgderku przez opdznienie ich ruchu w tym przedziale, co jest spowodowane oddziatywaniem
z innymi sktadnikami jgderkowymi (wczes$niej zwigzanymi biatkami lub kwasami nukleinowymi).

2. Top | jest wigzana w jagderku w ztozony sposéb. Bedac enzymem wielozadaniowym
i funkcjonalnie powigzanym 2z innymi biatkami, jest dystrybuowana pomiedzy jaderko
i nukleoplazme dzieki sieci licznych oddziatywan z elementami nie tylko jaderkowymi, ale takze
nukleoplazmatycznymi. Ostateczna lokalizacja jest wynikiem ustalenia rdwnowagi pomiedzy
tymi oddziatywaniami, ktéore mogg tatwo ulec zmianie i w rezultacie spowodowac
przemieszczenie top | w inne miejsce na terenie jgdra.

Chociaz przestanki do sformutowania tego pogladu wynikajg gtéwnie, ale nie wytacznie, z publikacji
innych autoréw, artykut opisuje rowniez moje oryginalne, niepublikowane wczesniej prace
eksperymentalne. W tym artykule po raz pierwszy przedstawitam wyniki pokazujace, ze aktywnos¢
relaksacyjna nie jest absolutnie dominujagcym czynnikiem regulujacym lokalizacje top |
i Ze dodatkowym rejonem odpowiedzialnym za wigzanie w jaderkach moie by¢ domena
facznikowa. Badania opisane w tej pracy przegladowe] zostaty pdzniej rozwiniete, a uzyskane wyniki
zaprezentowatam w publikacji nr 4.

W artykule wysunetam réwniez propozycje badan, ktdére powinny doprowadzi¢ do lepszego
zrozumienia funkcjonowania biatek w jgderku, ze szczegdlnym uwzglednieniem top I. Proponowane
badania obejmujg przede wszystkim dogtebne zrozumienie systemu oddziatywan odpowiedzialnych
za wewnatrzjgdrowa dystrybucje top I. W toku dalszej pracy przeprowadzitam takie badania, a ich
wyniki opisatam w publikacjach nr 2-5.
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Publikacja 2. Girstun A, Kowalska-Loth B, Czubaty A, Klocek M, Staron K*’. 2008. Fragment
responsible for translocation in the N-terminal domain of human topoisomerase |. Biochem
Biophys Res Commun; 366:250-257.

Domena N-koricowa zostata wczesniej zidentyfikowana jako rejon biatka wigzacy top | w jaderku
niezaleznie od jej aktywnosci enzymatycznych (Christensen i in., 2002a). Za to zjawisko odpowiada
najprawdopodobniej oddziatywanie z niezidentyfikowanymi dotychczas elementami jaderkowymi,
przypuszczalnie z biatkami. Postulowano takze, ze funkcjonowanie domeny N-korcowej
jako elementu wigzgcego top | w jaderkach jest regulowane przez sumoilacje (Rallabhandiiin., 2002),
ale rola tej modyfikacji pozostawata kontrowersyjna (Christensen i in., 2004). W publikacji nr 2
doktadnie zdefiniowatam cze$s¢ domeny N-koncowej odpowiedzialng za wigzanie w osrodku
witdknistym jaderek i przeanalizowatam biatka wigzace sie z top | w zidentyfikowanym rejonie.

Podstawowag metodg zastosowang w pracy byta analiza lokalizacji znakowanych fluorescencyjnie
polipeptydow, odpowiadajgcych fragmentom domeny N-koricowej i jej wariantom z wprowadzonymi
punktowymi substytucjami aminokwasowymi. To, co odrdzniato zastosowane przeze mnie podejscie
od wczesniej wykorzystywanych, to dotgczenie sekwencji lokalizacji jadrowej (NLS) duzego antygenu
T SV40 do wszystkich analizowanych fragmentéw top |. Wybrana sekwencja NLS skutecznie kierowata
dowolny polipeptyd do jadra, ale nie preferencyjnie do jgderka. W zwigzku z tym mozna byto
zaobserwowacé potencjat wigzania jaderkowego wybranego fragmentu domeny N-koricowe;j,
niezaleznie od tego, czy on sam posiada efektywny NLS.

Dzieki temu podejsciu wykazatam, ze za zageszczenie jagderkowe domeny N-koncowej odpowiada
gtéwnie jej skrajny fragment N-konicowy obejmujacy pierwsze 67 reszt aminokwasowych ([1-67]).
Co prawda dwa rejony domeny N-koricowe] byty zdolne do koncentracji w jgderkach — czes¢
N-koncowa (top[1-67]) i C-koricowa obejmujgca reszty aminokwasowe od 171 do 214 (top[171-214]),
ale tylko rozmieszczenie fragmentu top[1-67] $cisle imitowato lokalizacje petnej dtugosci domeny
N-koncowej. Ponadto, w odpowiedzi na traktowanie komoérek CPT tylko rozmieszczenie top[1-67]
(ale nie top[171-214]) zmieniato sie w analogiczny sposéb jak lokalizacja petnej domeny
N-koncowej. Dodatkowo zweryfikowatam role sumoilacji i wykluczytam wptyw tej modyfikacji
posttranslacyjnej na wigzanie domeny N-koricowej w jgderku i jej przemieszczanie indukowane
przez CPT.

Aby wytypowacd cele jaderkowe odpowiedzialne za wigzanie domeny N-koricowej przeprowadzona
zostata analiza proteomiczna biatek tworzacych kompleksy z fragmentem top[1-67] i pozostaty
czescig domeny (top[68-214]). Sposrdd zidentyfikowanych biatek, niektore zostaty wykryte
w kompleksach tworzonych przez oba rejony domeny N-koricowej, ale czes¢ z nich byta wigzana
swoiscie tylko przez top[1-67] lub top[68-214]. Analiza ta jednak nie data odpowiedzi na postawione
na wstepie pytanie, gdyz sposrdod biatek wigzanych selektywnie tylko przez top[1-67], jedynie
helikaza RNA 2 (Gu) lokalizuje sie preferencyjnie w jaderku, a pdzniejsze badania wykluczyty jej
wpltyw na rozmieszczenie wewnatrzjgdrowe zaréwno samej domeny N-koncowej, jak i petnej
dtugosci top | (wyniki niepublikowane). Ustalitam natomiast, ze tym, co odrdznia top[1-67]
od pozostatej czesci domeny N-koricowej, jest swoiste oddziatywanie z biatkami SR. Te interakcje
nie mogg ttumaczy¢ jaderkowej koncentracji domeny N-koricowej, poniewaz biatka SR lokalizujg
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sie niemal wytacznie w nukleoplazmie. Mogg natomiast odpowiadac za czesSciowe zatrzymywanie
top[1-67] i catej domeny N-korncowej w miejscach nukleoplazmatycznych (zob. publikacja nr 4).

Podsumowujac badania opisane w publikacji nr 2, najwazniejsze wnioski i wyniki majgce
najwiekszy wptyw na moje przyszte badania byty nastepujace:

1. Domena N-konicowa nie jest jednorodna, jesli rozwazamy jej role w wewnatrzjagdrowej
dystrybucji top I. Jej rézne rejony moga oddziatywac z réznymi biatkami, a w konsekwencji
interakcje zachodzace za posrednictwem tych rejonéw moga wptywac w zréznicowany sposéb
na lokalizacje top I.

2. Za wiazanie domeny N-koncowej w jaderku odpowiada gtdwnie rejon obejmujacy reszty
aminokwasowe [1-67].

3. Rekombinowany polipeptyd top[1-67] tworzy swoiste kompleksy z biatkami bedacymi
substratami aktywnosci kinazowej top |, tj. SRSF1 i innymi biatkami SR.

Pierwsze dwa wnioski staty sie punktem wyjscia do dalszych badan, ktéorych wyniki przedstawiono
w publikacji nr 4. Identyfikacja SRSF1 i innych biatek SR jako specyficznie oddziatujgcych z top[1-67]
doprowadzita do postawienia pytania, czy biatka te mogg wptywa¢ na zalezng od domeny
N-koncowej dystrybucje top | pomiedzy jaderko a nukleoplazme, co bytoby zgodne ze sformutowang
wyzej hipotezg nr 2. Wyniki badan majgcych na celu weryfikacje tej hipotezy przedstawiono
w publikacjach nr 3i 5.

Publikacja 4. Girstun A™, Ishikawa T, Kowalska-Loth B, Czubaty A, StaroA K. 2017. Subnuclear
localization of human topoisomerase . J Cell Biochem; 118:407-419.

Badania opisane w publikacji nr 2 koncentrowaty sie na izolowanej domenie N-koricowej, natomiast
nie weryfikowaty wptywu zidentyfikowanych obszaréw biatka na lokalizacje petnej dtugosci top |.
Stad kolejna praca zostata poswiecona gtéwnie odpowiedzi na pytanie, w jaki sposdb rézne rejony
domeny N-korcowej oraz pozostate domeny top | uczestniczg w kierowaniu catego biatka do réznych
przedziatbw wewnatrzjgdrowych. W badaniach wykorzystano podejscie podobne do poprzednio
stosowanego i oparte na analizie lokalizacji fragmentéw enzymu i jego wariantéw z okreslonymi
substytucjami punktowymi i delecjami. Wykorzystanie fragmentéw enzymu pozwolito zbadac
potencjat pozostatych domen do wigzania w okreslonych przedziatach wewnatrzjgdrowych,
a wariantow z substytucjami punktowymi i delecjami — role wytypowanych rejondéw w dystrybucji
wewnatrzjgdrowej catej top .

Wykazatam, ze izolowane domeny enzymu majg rdéine powinowactwo do przedziatow
wewnatrzjadrowych i wzajemnie wptywajg na swojg lokalizacje. Oprécz dystalnego fragmentu
domeny N-koncowej ([1-67]), w jaderku preferencyjnie lokalizuje sie rowniez domena tgcznikowa,
a domena C-koricowa jest wykluczana z jgderek i zatrzymuje sie wytgcznie w nukleoplazmie. Jednak
interakcje, w ktérych posrednicza domeny N-koricowa i tgcznikowa, dominujg, poniewaz te dwa
rejony sg zdolne do przyciggania do jaderka takze sgsiednich domen, rdzeniowej w pierwszym
przypadku i C-koricowej w drugim. Z drugiej strony, wzér lokalizacji domeny N-koricowej nie zmienia
sie po dotagczeniu do niej domeny rdzeniowej, jak réwniez rozmieszczenie domeny tgcznikowej
nie zmienia sie po przytaczeniu domeny C-koricowej. Efekty lokalizacyjne domeny N-koricowej
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i tgcznikowej sumujg sie i obecnos$¢ obu tych domen skutkuje niemal catkowitg koncentracjg
powstatego polipeptydu w jgderku. Dopiero przytgczenie domeny C-koicowej umozliwia czesciowe
przemieszczenie enzymu do nukleoplazmy. Innymi stowy, domena C-konicowa jest niezbedna
do skierowania czesci puli top | do nukleoplazmy, gdy w czasteczce obecne sg oba rejony wigzace sie
w jaderkach, czyli takze w przypadku petnej dtugosci top .

Domena N-koricowa wykazuje jeszcze jedng dodatkowg ceche. Ulega czesciowemu zageszczeniu
w ziarnisto$ciach interchromatynowych (ang. speckles), w ktérych gromadzone sg m. in. czynniki
splicingowe, w tym SRSF1 i inne biatka SR. Dzieki mozliwosci wykorzystania bardziej
zaawansowanego mikroskopu niz podczas przygotowywania publikacji nr 2, zaobserwowatam,
ze koncentracja w ziarnistosSciach jest réwniez charakterystyczna dla wczesniej analizowanego
fragmentu top[1-67], ale nie dla pozostatej czesci domeny N-koricowej (wyniki niepublikowane).
Za wigzanie w ziarnisto$ciach moze odpowiadac¢ swoiste oddziatywanie top[1-67] z biatkami SR
zidentyfikowane w badaniach opisanych w publikacji nr 2. Przytagczenie domeny rdzeniowej
nie zmienia zdolnosci domeny N-koricowe] do zageszczania sie w ziarnisto$ciach, ale wydtuzenie
takiego polipeptydu dodatkowo o domene facznikowa, prowadzi do jego wycofania z ziarnistosci.
Podczas gdy dodanie domeny C-koricowe] ostabia koncentracje jaderkowg (zob. wyzej), to jednak nie
przywraca zdolnos$ci do wigzania w ziarnistosciach i w przypadku petnej dtugosci top | nie obserwuje
sie zageszczania enzymu na ich terenie.

Poniewaz wiekszos¢ dotychczasowych analiz wykonatam jedynie przy wykorzystaniu fragmentow
topl, postawitam sobie za cel zweryfikowanie znaczenia zidentyfikowanych rejonéw
dla rozmieszczenia catego enzymu. Udowodnitam, ze rejon obejmujacy pierwsze 67 reszt
aminokwasowych ([1-67]) jest absolutnie niezbedny dla lokalizacji jaderkowej top I, poniewaz
wariant delecyjny pozbawiony tej sekwencji (top [68-765]) lokalizuje sie wytgcznie na terenie
nukleoplazmy, niezaleznie od tego, czy pozostaje aktywny relaksacyjnie czy nie. Z drugiej strony,
wykazatam, ze pozostata cze$¢ domeny N-koncowej ([68-214]) jest odpowiedzialna
za zatrzymywanie top | w nukleoplazmie, poniewaz catkowite usuniecie domeny N-koricowej
powoduje, ze powstaty polipeptyd koncentruje sie w jaderkach, nawet gdy aktywnos¢ relaksacyjna
zostaje wytgczona przez wprowadzenie mutacji Y723F. Nie zaobserwowatam wczesniej tendencji
do wykluczania z jgderek zadnego polipeptydu odpowiadajgcego izolowanemu fragmentowi domeny
N-koncowej (wyniki przedstawione w publikacji nr 2), wiec z duzym prawdopodobienstwem
akumulacja nukleoplazmatyczna top[68-765] jest skutkiem oddziatywan, w ktérych posredniczy
wiekszy fragment biatka, obejmujgcy przynajmniej fragment innej domeny, a nie tylko sam rejon
[68-214].

Aby doktadniej zbada¢ role domeny facznikowej w dystrybucji wewnatrzjagdrowej top |,
przygotowatam kolekcje mutantéw punktowych. Wszystkie wprowadzane przeze mnie mutacje
zostaty wczesniej opisane w literaturze jako modyfikujgce wiasciwosci fizyczne domeny tacznikowe;j
bez zmiany jej ogdlnej struktury. Zidentyfikowatam dwa typy mutacji, jeden wzmacniajacy
koncentracje jaderkowa top | i drugi, promujacy jej lokalizacje nukleoplazmatyczng. Wykorzystanie
tych mutantéw pozwolito mi udowodni¢, ze domena tacznikowa odgrywa role w kierowaniu petnej
dtugosci top | do jaderek. Wprowadzenie niektdrych z tych mutacji skutkuje podobnym efektem
jak skrécenie domeny N-koricowej, a mianowicie sprawia, ze lokalizacja top | staje sie niezalezna
od jej aktywnosci relaksacyjnej. Nalezy podkresli¢, ze aktywnos¢ relaksacyjna byta wczesniej uwazana
za dominujacy i absolutnie wymagany czynnik koncentrujacy top | w jaderkach. Dodatkowo wszystkie
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badane mutacje silnie koncentrujace top | w jaderku powodowatly, ie lokalizacja enzymu byta
niewrazliwa na traktowanie komérek CPT.

Wprowadzenie jednoczesnie dwdch mutacji przeciwstawnie wptywajgcych na rozmieszczenie top |,
tj. skrocenie domeny N-koncowej promujgce lokalizacje nukleoplazmatyczng i wprowadzenie
substytucji punktowej A653P w domenie tacznikowej silnie zageszczajgce top | w jaderku, przywraca
fenotyp lokalizacyjny charakterystyczny dla dzikiej top I. Oznacza to, ze mutacje ,lokalizacyjne”
wzajemnie anulujg swoje efekty, co sugeruje, ze oddziatywania warunkowane przez oba rejony
kierujace do jaderka w jaki$ sposdb sie uzupetniajg i oba rejony muszg pozostac nienaruszone lub
oba musza zosta¢ zmodyfikowane, aby prawidiowo wspétpracowaly zapewniajac wiasciwe
rozmieszczenie wewnatrzjgdrowe. Wniosek ten jest szczegdlnie interesujacy w potaczeniu z praca
opublikowang przez inng grupe badawczy, wykazujaca, ze brak komplementacji miedzy domenami
N-koncows itgcznikows jest letalny dla komodrek drozdzy, a szkodliwy wptyw spowodowany zmiang
jednej z tych domen jest neutralizowany przez modyfikacje drugiej (Wrightiin., 2015)

Wyniki zaprezentowane w omawianej pracy sugerujg dwustopniowy model regulacji dystrybucji top |
pomiedzy jgderko a nukleoplazme. Podstawg jest sie¢ oddziatywan warunkowanych gtéwnie przez
domeny N-koricowg i tgcznikowa. Drugi poziom, dostepny tylko wtedy, gdy te oddziatywania
sg zrownowazone, zalezy od aktywnosci relaksacyjnej top |. Brak réwnowagi w sieci interakgji
prowadzi nie tylko do uniezaleznienia dystrybucji top | od jej aktywnosci relaksacyjnej, ale takze
do zahamowania delokalizacji top | z jgderek w odpowiedzi na czynniki takie jak CPT.

Podsumowujac badania opisane w pracy nr 4, najwazniejsze wnioski byly nastepujace:

1. Oddziatywania nieenzymatyczne sg krytyczne dla wewnatrzjgdrowego rozmieszczenia takie
petnej dtugosci top |, a nie tylko jej krétkich fragmentéw.

2. Domena N-koncowa i tacznikowa odgrywaja dominujaca role w sieci oddziatywan, ktére
okreslajq lokalizacje top | wewnatrz jadra.

3. Rdéine rejony domeny N-koricowej odgrywaja przeciwstawne role w kierowaniu top |
do przedziatéow wewnatrzjagdrowych, fragment [1-67] wigie enzym w jaderkach, a reszta
domeny [68-214] promuje lokalizacje nukleoplazmatyczna.

4. Aktywnos¢ relaksacyjna moze wptywaé¢ na lokalizacje top | tylko wtedy, gdy zachowane
s3 oddziatywania nieenzymatyczne, w ktérych posredniczag domeny N-koricowa i tgcznikowa.

Whniosek nr 3 sugeruje, ze nalezy szukaé czynnikdw zewnetrznych regulujgcych rozmieszczenie top |
wsrdéd biatek wigzanych specyficznie przez jedng czes¢ domeny N-koricowej, ale nie przez druga.
Badania opisane w pracy nr 2 ujawnity, ze biatka SR, w tym SRSF1, znajdujg sie wsréd biatek
wychwytywanych swoiscie z ekstraktu jgdrowego przez fragment odpowiedzialny za kierowanie
domeny N-koncowej do jgderka (top[1-67]), ale nie przez reszte domeny (top[68-214]). Ta sama
cze$¢ biatka ma potencjat wigzania do ziarnistosci interchromatynowych, a wykryte oddziatywania
z biatkami SR odpowiadajg zapewne za lokalizacje w tych obszarach. Jednak w petnej dtugosci biatku
potencjat ten jest prawdopodobnie maskowany przez oddziatywania, w ktdrych posredniczg inne
domeny, chociaz top | nie traci zdolnosci do wydajnego wigzania z SRSF1. Wynika to m. in.
z wczesniejszych moich badan, nie ujetych w osiggnieciu habilitacyjnym (Czubaty i in., 2005), dzieki
ktéorym wykazatam, ze SRSF1 jest jednym z dominujacych sktadnikdéw komplekséw tworzonych
przez endogenng top | w komadrkach Hela. Z drugiej strony, nasza grupa wczesniej zidentyfikowata
dodatkowe miejsce dla wigzania SRSF1 w obrebie pierwszych dwéch subdomen domeny rdzeniowe;j
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obejmujacych reszty aminokwasowe [215-433] (tzw. ,czapeczka”, ang.: cap, w strukturze
przestrzennej top |I; Kowalska-Loth i in., 2005). W prezentowanych tutaj badaniach lokalizacyjnych
ta czes¢ czasteczki nie wykazywata preferencji dla Zzadnego przedziatu wewnatrzjgdrowego.
W zwigzku z powyziszym, biatko SRSF1 wydawato sie by¢ potencjalnym kandydatem na czynnik
regulujgcy rozmieszczenie top |, chociaz na tym etapie badan nie miatam jeszcze pewnosci,
czy odgrywa role w dystrybucji petnej dtugosci enzymu. Dwie kolejne prace zostaty poswiecone
doktadniejszej analizie sposobu wigzania SRSF1 ztop | (publikacja nr 3) oraz weryfikacji wptywu
SRSF1 na lokalizacje top | (publikacja nr 5).

Publikacja 3. Ishikawa T, Krzysko KA, Kowalska-Loth B, Skrajna AM, Czubaty A, Girstun A, Cieplak MK,
Lesyng B, Staron K*. 2012. Activities of topoisomerase | in its complex with SRSF1. Biochemistry;
51:1803-1816.

Publikacja nr 3 prezentuje wyniki szerszego projektu, ktérego celem byto poznanie sposobu dziatania
top | w kompleksie z SRSF1. Do mojego osiggniecia habilitacyjnego zaliczam tylko niewielkg czes¢
opisanych w niej badan, dotyczacg analizy rejonéw top | odpowiedzialnych za bezposrednie wigzanie
SRSF1. W tym przypadku przebadatam oddziatywania oczyszczonych biatek rekombinowanych,
wykorzystujgc dwa testy in vitro, test aktywnosci kinazowej top | oraz technike pull-down.

Domena N-koncowa i rejon ,czapeczki” ([215-433]) zostaty wczesniej zidentyfikowane jako miejsca
interakcji top | z SRSF1. W omawianej pracy wykazatam, ze tylko kombinacja obu miejsc zapewnia
efektywne bezposrednie oddziatywanie SRSF1 z top | w obecnosci innych biatek konkurujgcych
0 wigzanie. Zostato to wykazane w tescie kompetycji opartym na analizie aktywnosci kinazowej top I.
W tedcie tym badatam zdolnos¢ fragmentdw top | do konkurowania z biatkiem petnej dtugosci
0 wigzanie SRSF1. Ani sama domena N-koricowa, ani top[215-433] nie wigzaty sie z SRSF1 na tyle
wydajnie, aby konkurowac z catg top | i nie wptywaty przez to na wydajnosc¢ fosforylacji, podczas gdy
reakcje catkowicie hamowat polipeptyd zbudowany z obu miejsc oddziatywania (top[1-433]).
Swiadczy to o tym, ze skutecznie wspétzawodniczyt z top |, wydajnie wiazac sie z SRSF1.

W celu zbadania zdolnosci réznych rejondw domeny N-koricowej do bezposredniego wigzania SRSF1,
zastosowatam metode pull-down. W przeciwienstwie do oddziatywan ujawnionych wczesniej
przy uzyciu ekstraktu zawierajgcego szeroki repertuar biatek jadrowych (publikacja nr 2),
gdy analizowatam oczyszczone biatka, SRSF1 nie wykazywato zdolnos$ci do wigzania z top[1-67].
Wigzato sie natomiast z inng czesciag domeny N-koricowej obejmujacg reszty aminokwasowe
[171-214], mimo ze wczesniej nie zostato wykryte wsrdd biatek wychwytywanych z ekstraktu
jgdrowego przez dtuzszy fragment top[68-214] (publikacja nr 2). Jednakze, jak wykazano w tescie
kompetycji, sita wigzania izolowanych fragmentéw top | jest wystarczajgca do skutecznego
oddziatywania z SRSF1 tylko wtedy, gdy nie konkurujg z innymi oddziatujgcymi biatkami. Wigzanie
SRSF1 do wyizolowanego fragmentu top[1-67] obserwowatam tylko analizujac ekstrakt jadrowy,
co sugeruje, ze ta interakcja nie jest bezposrednia i zachodzi za posrednictwem innych partneréw
biatkowych, podczas gdy w bezposrednie wydajne wigzanie top | i SRSF1 musi by¢ zaangazowana
zarowno domena N-koncowa, jak i czes¢ domeny rdzeniowej. W zwigzku z tym interakcje zalezne
od fragmentu [1-67] mozna przeoczy¢ w testach analizujgcych oczyszczone biatka, ale nadal moga
by¢ one wazne dla funkcjonowania obu biatek w ich naturalnym srodowisku komdérkowym.
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Biatko SRSF1 jest zbudowane z dwdch domen wigzacych RNA (RRM) i domeny bogatej w arginine
i seryne (RS). W naszej poprzedniej pracy zidentyfikowaliSmy domeny RRM jako miejsce wigzania
do rejonu ,czapeczki” top | (Kowalska-Loth i in., 2005). W prezentowanej pracy zidentyfikowatam
domene RS jako drugie miejsce oddziatywania SRSF1 z top |, wigzgce zarowno domene N-koncowgy,
jak i rejon "czapeczki”. Interakcja miedzy oboma biatkami byfa dalej analizowana przez badania
opisane w prezentowanym artykule, ale ich wyniki nie wchodzg w sktad mojego osiggniecia
habilitacyjnego.

Uzyskane wyniki w potfaczeniu z wynikami opublikowanymi w pracy nr 4 silnie umacniajg hipoteze,
ze SRSF1 moze wptywac na podziat puli top | pomiedzy jaderko a nukleoplazme:

1. Forma top | zawierajaca oba miejsca oddziatywania, a zatem zdolna do skutecznego wigzania
SRSF1, jest zatrzymywana wybidrczo w nukleoplazmie, gdy zostanie pozbawiona sekwencji
[1-67] wiazacej ja w jaderkach (top[68-765]).

2. Gdy jedno z miejsc oddzialywania zostaje usuniete, jednoczesnie zanika zdolno$¢
do catkowitej akumulacji nukleoplazmatycznej, jak w przypadku top[215-765] lub izolowanych
fragmentéw domeny N-koricowej (top[134-214] i top[171-214] opisane w pracy nr 2).

Publikacja 5. Girstun A", Ishikawa T, Staron K. 2019. Effects of SRSF1 on subnuclear localization
of topoisomerase 1. J Cell Biochem; DOI: 10.1002/jcb.28459 (opublikowana wersja elektroniczna,
oczekuje na wigczenie do odpowiedniego tomu pisma).

Publikacja nr 5 przedstawia badania majgce na celu bezposrednig weryfikacje hipotezy, ze SRSF1
wptywa na wewnatrzjgdrowe rozmieszczenie top .

Udowodnitam, ze podziat puli top | pomiedzy jaderko a nukleoplazme $cisle zalezy od ilosci SRSF1
w komoérce. Obnizenie poziomu biatka SRSF1 przez wyciszanie jego genu przy wykorzystaniu
specyficznego siRNA sprzyja jgderkowemu zageszczeniu top |, a nadekspresja SRSF1 sprzyja jej
zatrzymywaniu w nukleoplazmie. Innymi stowy, im mniej SRSF1 znajduje sie w komérce, tym wiecej
top | znajduje sie w jaderkach, co sugeruje, ze SRSF1 jest odpowiedzialne za rekrutacje top |
do nukleoplazmy. W szczegdlnosci, SRSF1 jest odpowiedzialne za catkowitg akumulacje
w nukleoplazmie wariantu top | z delecjg gtéwnej sekwencji wigzacej w jgderkach, poniewaz
obnizenie poziomu biatka SRSF1 przywraca jagderkowq lokalizacje top[68-765]. Analogiczng zaleznos¢
obserwowatam w przypadku top | pozbawionej aktywnosci relaksacyjnej (top | [Y723F]), ktéra
po wyciszeniu SRSF1 koncentrowata sie w jaderkach a w komdrkach o podwyzszonym poziomie
SRSF1 opuszczata jaderka, pozostajac wytacznie w nukleoplazmie. Ponadto udowodnitam, ze SRSF1
jest niezbedne do przemieszczania top | indukowanego przez CPT, poniewaz w komorkach
o obnizonym poziomie SRSF1 top | pozostaje skoncentrowana w jaderku w odpowiedzi
na traktowanie CPT.

SRSF1 nalezy do rodziny biatek SR. Wszystkie biatka SR majg podobny wzor strukturalny, a w ich
czasteczkach mozna wyrdzni¢ jedng lub dwie domeny RRM oraz C-koricowg domene RS. Chociaz
biatka SR sg ze sobag blisko spokrewnione, nie wptywajg na lokalizacje top | wedtug jednego
schematu. Obserwowany efekt wywotywany przez SRSF1 jest unikalny tylko dla tego biatka. Zaden
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z pozostatych siedmiu gtéwnych przedstawicieli rodziny SR badanych w omawiane] pracy (SRSF2—7
i SRSF9) nie wptywat analogicznie jak SRSF1 na dystrybucje top | miedzy jagderko a nukleoplazme.
Wiekszos$¢ z nich w ogéle nie modyfikowata rozmieszczenia top |, ale niektére (SRSF3, SRSF6,
w mniejszym stopniu SRSF4) wywotywaty odwrotny efekt niz SRSF1, a mianowicie, ich nadekspresja
promowata koncentracje jaderkowg top I. W tym przypadku obserwowany efekt nie mégt wynikac
z bezposredniego wigzania top | przez biatka SR, poniewaz te ostatnie lokalizujg sie w nukleoplazmie
a nie w jaderku. Z drugiej strony biatka SR wigzg sie ze sobg nawzajem, zwtaszcza kiedy
sg zlokalizowane w ziarnistosciach interchromatynowych. Ponadto, co réwniez pokazatam
w omawianej pracy, mogg one wplywaé wzajemnie na swojg lokalizacje wewnatrzjadrowa.
To oznacza, ze obserwowany efekt nadekspresji SRSF3 i SRSF6 moze by¢ konsekwencjg zmniejszenia
dostepnosci SRSF1 dla top | w wyniku wigzania go przez wystepujgce w nadmiarze biatka SR.

Zrdznicowany efekt wywotywany z jednej strony przez SRSF1, a z drugiej przez SRSF3 i SRSF6 wynika
ze swoistych wtasciwosci ich domen RS. SRSF1 wptywa w opisany sposob na rozmieszczenie top |
tylko wtedy, gdy jego domena RS jest zachowana w niezmienionym stanie.

Podsumowujgc badania opisane w publikacji nr 5, najwazniejsze wnioski byty nastepujace:

1. SRSF1 promuje przemieszczanie top | z jagderka do nukleoplazmy.
2. Efekt wywotywany przez SRSF1 jest niezalezny od aktywnosci relaksacyjnej top I.
3. SRSF1 jest niezbedny do delokalizacji top | z jagderek indukowanej CPT.

Powstaje pytanie, czy efekt wywotywany przez SRSF1 wynika z bezposredniego oddziatywania z top |.
Moje poprzednie badania wykazaty, ze domena RS SRSF1 wigze sie z domeng N-koricowa
oraz rejonem "czapeczki" top | (publikacja nr 3) i tylko polipeptyd top | zawierajagcy oba miejsca
oddziatywania z SRSF1 jest skutecznie zatrzymywany w nukleoplazmie, gdy gtéwna sekwencja
wigzania do jaderek zostaje usunieta (top[68-765], publikacja nr 4). To przemawiatoby za tym,
Ze u podstaw obserwowanego efektu lezy bezposrednie oddziatywanie miedzy SRSF1 i top I. Z drugiej
strony, efekty wyciszenia ekspresji SRSF1 bardzo przypominajg konsekwencje substytucji w domenie
tacznikowe] silnie koncentrujgcych top | w jaderku (np. A653P, praca nr 4). To podobierstwo
sugerowatoby, ze domena tacznikowa moze by¢ istotna dla interakcji top | z SRSF1, a wprowadzenie
substytucji zaburza te zaleznos¢, powodujgc efekt analogiczny do braku SRSF1. Jednak takie wigzanie
nie zostato ujawnione w analizach in vitro (praca nr 4 i wczesniejsze prace naszego zespotu, Czubaty
iin., 2005, Kowalska-Loth i in., 2005). Ponadto nie zaobserwowatam wyraZnej kolokalizacji top |
i SRSF1. SRSF1 koncentruje sie w ziarnisto$ciach interchromatynowych, chociaz wystepuje takze
w innych obszarach nukleoplazmy. Przeciwnie, petnej dtugosci top | lokalizuje sie catkowicie
poza ziarnistosciami, co wykazano w prezentowanych badaniach, a ponadto nigdy nie zostata
wykryta w proteomie ziarnistosci (Galganski i in., 2017). Dlatego nie mozna wykluczy¢, ze za wptyw
SRSF1 na lokalizacje top | jest odpowiedzialny jednak jakiS mechanizm posredni lub SRSF1 jest
dostepny dla wigzania z top | tylko po wczesniejszym uwolnieniu z ziarnistosci interchromatynowych.

Uzyskane wyniki prowadzg tez do postawienia pytania o fizjologiczne znaczenie wptywu SRSF1
na lokalizacje top I. W normalnie funkcjonujgcej komérce nie nalezy raczej oczekiwac nagtych zmian
w catkowitym poziomie SRSF1, ktdre mogtyby istotnie zmodyfikowa¢ rozmieszczenie top | (Su i in.,
2010). Jednak nie tylko sam poziom SRSF1 jest wazny dla dystrybucji top |, ale takze stosunki ilosci
roznych biatek SR. Te proporcje réznig sie w réznych tkankach, jak réwniez w réznych nowotworach
(np. Hanamura i in., 1998, Park i in., 2016). Zatem rozmieszczenie wewnatrzjgdrowe top | i szybkos$é
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przemieszczania indukowanego CPT mogg by¢ rézne w réznych komadrkach w zaleznosci od proporcji
biatek SR.

Inng intrygujacg mozliwoscia jest to, ze regulacyjny wptyw SRSF1 na wewnatrzjadrowg lokalizacje
top | nie zalezy od zmian bezwzglednej ilosci SRSF1, ale od zmian jego rozmieszczenia w jadrze.
Jak wspomniano wyzej, SRSF1 jest sktadowany w ziarnistosciach jgdrowych, gdzie pozostaje
prawdopodobnie niedostepny dla top |, ale przemieszcza sie do innych obszaréw nukleoplazmy,
w tym do miejsc, gdzie zachodzi splicingu lub transkrypcja DNA. Uwalnianie SRSF1 z ziarnistosci
sprawia, ze staje sie on dostepny dla top | i moze przycigga¢ enzym do nukleoplazmy, szczegdlnie
do miejsc intensywnej transkrypcji. Ta hipoteza jest zgodna z wiedzg o wspétdziataniu SRSF1 i top |
w ochronie genomu przed zagrozeniami wywotywanymi przez powstajace podczas transkrypcji
petle R.

Podsumowanie najwazniejszych osiggniec.

1. Udowodnitam, Zze rozmieszczenie top | jest regulowane przez sie¢ oddziatywan, ktdre
wzajemnie sie rownowaz3.

2. Przeanalizowatam systematycznie czgsteczke biatka top | i zidentyfikowatam rejony
odpowiedzialne za jej wigzanie w jaderku lub nukleoplazmie oraz przemieszczanie
indukowane przez CPT. W szczegodlnosci, po raz pierwszy wykazatam, ze domena tacznikowa
jest krytyczna dla dystrybucji top | pomiedzy jaderko a nukleoplazme, zaréwno w warunkach
fizjologicznych, jak i stresowych, a fragment obejmujacy pierwsze 67 reszt aminokwasowych
top | jest gtdwna sekwencjq wigzaca top | w jaderku.

3. Zidentyfikowatam SRSF1 jako nowy element sieci interakcji i pierwszy znany czynnik
biatkowy wptywajacy na podziat puli top | pomiedzy jaderko a nukleoplazme w komérkach
ludzkich i faworyzujacy jej lokalizacje nukleoplazmatyczna.

4. Udowodnitam, ze SRSF1 jest niezbedny dla przemieszczania top | z jaderka do nukleoplazmy
w odpowiedzi na CPT.

5. Wykazatam po raz pierwszy, ze aktywnos¢ relaksacyjna nie jest dominujagcym czynnikiem
determinujacym zageszczanie jaderkowe top |, ale wptywa na jej rozmieszczenie tylko
wtedy, gdy jest zrdwnowazona sie¢ oddziatywan nieenzymatycznych.

Podsumowujac, aktualny stan wiedzy dotyczacy rozmieszczenia wewnatrzjgdrowego top |,
uzupetniony moimi badaniami, przedstawia sie nastepujaco. Top | bedac w ciggtym ruchu
na terenie jgdra komoérkowego, jest spowalniana w rdéznych jego obszarach dzieki wigzaniu
do sktadnikdéw jaderkowych Iub nukleoplazmatycznych. Gtownie dwie domeny top |
sg odpowiedzialne za utrzymanie sieci oddziatywan: domena N-koncowa i facznikowa.
W zatrzymywaniu na terenie nukleoplazmy przynajmniej czesciowo posredniczy SRSF1.
Gdy oddziatywania jaderkowe i nukleoplazmatyczne sg zrdwnowazone i niezaktdcone, aktywnosc
relaksacyjna zapewnia precyzyjne dopasowanie lokalizacji top | zaleznie od zapotrzebowania na jej
dziatanie w réznych obszarach jadra. Jednakze, w warunkach silnie faworyzujacych jeden rodzaj
oddziatywan i zaburzajgcych réwnowage w sieci, aktywnos¢ relaksacyjna przestaje wptywac
na rozmieszczenie top |.
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Ogdlne znaczenie badan, perspektywy i plany na przysztosc.

Jak juz wspomniano wczesniej, fascynujacg cechg jaderka jest to, ze jego strukture ustalajg proste
fizyczne zasady samoorganizacji, chociaz kontrolujg ja bardziej ztozone reakcje biochemiczne
zachodzace zarowno wewnatrz, jak i na zewnatrz jgderka. W zwigzku z powyzszym, dopiero
ukierunkowane badania regut wigzania i przemieszczania poszczegdlnych biatek jaderkowych
umozliwig zbudowanie petnego obrazu jgderka i jego kooperacji z nukleoplazma. Prezentowane tu
badania dystrybucji top | miedzy réznymi przedziatami jadrowymi przyczyniajg sie do poszerzenia
wiedzy niezbednej do zbudowania takiego obrazu.

Jednak nie na wszystkie pytania dotyczgce rozmieszczenia top | znamy juz odpowiedzi. Nadal niejasny
pozostaje mechanizm prowadzacy do zageszczenia top | w jgderku. W opisywanych badaniach
wykazatam, ze dominujgcg role odgrywa krotki fragment domeny N-koricowej. Wiadomo o nim,
ze nie jest wymagany do wydajnego wigzania enzymu z DNA, co sugeruje, ze o kotwiczeniu top |
decyduja prawdopodobnie oddziatywania z innym(i) biatkiem(ami) jgderkowym(i). Wiele przemawia
za tym, ze wigzanie top | odbywa sie za posrednictwem albo samej polimerazy | RNA,
albo kompleksujgcych z nig biatek (Christensen i in., 2002a), ale dotychczas nie udato sie
zidentyfikowaé biatek bezposrednio odpowiedzialnych za zatrzymywanie top | w jgderku. Ponadto
nie wiadomo, czy na lokalizacje top | wptywa réwniez jej aktywnos$¢ kinazowa, podobnie jak to ma
miejsce w przypadku aktywnosci relaksacyjnej. Weryfikacja tej kwestii jest mocno utrudniona,
poniewaz nie zostata poznana struktura miejsca aktywnego top I/kinazy, co praktycznie uniemozliwia
zaprojektowanie punktowego mutanta nieaktywnego w reakcji fosforylacji, ktorego nalezatoby
wykorzystaé w takich badaniach.

Opisane badania pokazaty rowniez, ze dostepnos¢ biatka SRSF1 jest niezbedna dla delokalizacji
jgderkowej top | indukowanej CPT. Pochodne CPT sg stosowane jako leki przeciwnowotworowe,
a rézne typy nowotwordw rdznig sie miedzy sobg poziomem SRSF1, szczegdlnie w wielu obserwuje
sie podwyzszenie ekspresji tego biatka (np.: Ghigna i in., 1998, Gout i in., 2012). To rodzi pytanie,
czy rézne typy nowotworow, o ktérych wiadomo, ze znaczgco rdéznig sie ekspresjg SRSF1, rdznig sie
réwniez lokalizacyjng odpowiedzig top | na leki z grupy CPT i czy przektada sie to na wrazliwosc
komadrek na te zwigzki.

Rozwazajgc wptyw SRSF1 na lokalizacje top | warto mie¢ w pamieci, ze oba biatka scisle wspodtdziatajg
przy zabezpieczaniu genomu przed uszkodzeniami zwigzanymi z powstawaniem petli R. Trzeci
biatkowy element tego systemu, RNaza H1, nie kieruje bezposrednio top | do okreslonego przedziatu
ani jadrowego, ani nie jest przez nig kierowany, ale wystepowanie obu enzymow jest negatywnie
skorelowane (Shen i in. 2017). Na przykfadzie top | wida¢ zatem, jak réznego typu wspodtzaleznosci
decydujg o ostatecznej lokalizacji biatka w strukturach jadrowych. Usuniecie lub inna modyfikacja
jednego elementu sieci oddziatywan moze dziata¢ jak kamyk wywotujacy lawine zmian.
Te wspotzaleznosci wydajg sie szczegdlnie istotne dla przebiegu tzw. stresu jgderkowego. Terminem
stres jaderkowy obecnie okresla sie zaburzenia morfologii i funkcji jaderek indukowane
zrdéznicowanymi czynnikami stresowymi, ktére wptywaja negatywnie na biogeneze rybosomoéw
(transkrypcje rDNA lub dalsze procesowanie rybosomdéw) a ostatecznie prowadzg do zaburzenia
homeostazy catej komaorki (James i in., 2014). Temu procesowi towarzyszy znaczgce przebudowanie
struktur jaderkowych lub nawet ich dezintegracja. O ile w optymalnych warunkach fizjologicznych
zachodzi ciggta wymiana biatek miedzy jaderkiem a nukleoplazmg na pewnym podstawowym
poziomie, to w warunkach stresowych przemieszczanie znaczaco sie intensyfikuje, a biatka
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delokalizujg sie do nukleoplazmy lub grupuja w postaci nowych struktur na obrzezach jgderek.
Mimo ze przemieszczanie sie niektére biatek, takich jak nukleofosmina (inaczej B23), z jaderek
do nukleoplazmy jest uznawane za uniwersalny znak rozpoznawczy przebiegajacego stresu
jaderkowego, to jednak kolejnos¢ odpowiedzi poszczegdlnych biatek zalezy od rodzaju czynnika
stresowego (Jamesiin., 2014).

Coraz wiecej przemawia za tym, ze w odpowiedzi jgderek na czynniki stresowe istotne miejsce
zajmuje top |. Uderzajace jest, ze koncentracja jaderkowa top | jest bardzo niestabilna i nie tylko
traktowanie CPT, ale suboptymalne warunki wzrostu skutkujg jej przemieszczeniem do nukleoplazmy
nawet w sytuacji, gdy nie obserwuje sie jeszcze innych zaburzen struktury jaderek ani ogdlnego
funkcjonowania komorek (niepublikowane obserwacje wtasne). Aktywnos¢ top | jest niezbedna
do transkrypcji rDNA i tym samym dla zachowania struktury jgderek, a jej niedobdr w jgderkach
hamuje transkrypcje, co rozpoczyna proces ich reorganizacji (El Hage i in., 2010). Mechanizm
odpowiedzi top | na zréznicowane czynniki stresowe pozostaje nieznany.

Rola top | w odpowiedzi na czynniki stresowe oraz szerzej, zagadnienia zwigzane
ze wspoétzaleznoscia zmian rozmieszczenia biatek w przebiegu stresu jaderkowego s3 tematem,
ktory obecnie interesuje mnie najbardziej i ktéremu chce poswieci¢ swoje przyszte badania.
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5. Pozostate osiggniecia naukowo-badawcze.

Moje gtdwne zainteresowania badawcze od poczatku skupiajg sie wokdt funkcjonowania ludzkiej
top I. Swojg prace naukowg rozpoczynatam w zespole kierowanym przez prof. dr. hab. Krzysztofa
Staronia, przygotowujac prace doktorsky poswiecong analizie wptywu biatek wigzgcych sie do top |,
SRSF1 i kinazy biatkowej CK2, na jej aktywnos¢ relaksacyjng i powigzang z nig wrazliwos¢ na CPT.
Udowodnitam w niej, ze SRSF1, substrat aktywnosci kinazowej top |, wpltywa bezposrednio
na aktywnos$¢ relaksacyjng, hamujgc wytwarzanie kompleksu kowalencyjnego enzym-DNA, ktéry
to efekt dodatkowo przektada sie na obnizenie indukowanej przez CPT fragmentacji DNA. Ponadto
wykazatam, ze kinaza CK2 stymuluje aktywnos¢ relaksacyjng top I, niezaleznie od jej fosforylacji,
wyfacznie na drodze odziatywan typu biatko-biatko. Wyniki te weszty w skfad dwdch artykutéw
naukowych. Oprécz badan wykonywanych w ramach projektu doktoranckiego, bytam rdéwniez
zaangazowana w inne prace zespotu, gtdwnie poswiecone oddziatywaniom top | z innymi biatkami
jagdrowymi oraz jej funkcjonowaniu jako kinaza biatek SR. Badania te kontynuowatam rdéwniez
po zakonczeniu studiéw doktoranckich, a w efekcie prac naszego zespotu nad tg tematykg powstaty
cztery publikacje, ktorych bytam wspétautorka. Za gtéwne swoje osiggniecie z tego okresu uwazam
zidentyfikowanie dzieki analizie proteomicznej biatek tworzgcych kompleksy z top | w jadrach
komodrek Hela. Inne badania, w ktérych bratam udziat, doprowadzity do zidentyfikowania rejonéw
top I, do ktdrych wigzg sie kompleksujgce z nig biatka, a przede wszystkim do szczegdétowego opisu
wigzania SRSF1 i top |. Zapoczatkowatam réwniez wspdtprace naukowa naszego zespotu z dr Marig
Malangg z Uniwersytetu Neapolitanskiego, ktorg nastepnie kontynuowata gtéwnie dr Alicja Czubaty.
Wspotpraca ta dotyczyta opisania roli poli(ADP-rybozy) w regulacji fosforylacji SRSF1 przez top |I.
Prace poswiecone top |, w ktérych bratam udziat, zostaty trzykrotnie wyrdznione zespotowg Nagroda
Rektora Uniwersytetu Warszawskiego, a ja przez rok otrzymywatam dodatkowo stypendium
naukowe Rektora UW.

Ponadto bytam takze zaangazowana w projekty naukowe prowadzone przez inne zespoty badawcze,
zaréwno z macierzystego Instytutu Biochemii UW, jak i innych jednostek naukowych. Kazdy z nich
zakonczyt sie opublikowaniem przynajmniej jednej pracy eksperymentalnej, w ktorej bytam
wspotautorky. Projekty, w jakich bratam udziat, byty nastepujace:

e Projekt dr Joanny Trzcinskiej-Danielewicz, z Zaktadu Biologii Molekularnej, Instytutu Biochemii,
Wydziatu Biologii, UW, poswiecony wspodtdziataniu podawanego egzogennie biatka BID
z doksorubicyng  w u$miercaniu komodrek nowotworowych. Wspédtpraca zaowocowata
opublikowaniem jednej oryginalnej pracy eksperymentalne;j.
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= Projekt prof. dr hab. ladwigi Bryly 2 Zakdadu Regulacji Metabolizmu, Instytutu Biochemii, Wydziatu
Biologii, UW, podwiccany badaniom metabolicznym wplywu peptydu C preinsuliny na synteze
glukazy. Wspdtpraca zaowocowata opublikowaniem jednej oryginalnej pracy eksperymentalnej.

s Projekt prof. dr hab. Agnieszki Bzowskiej z Zakladu Biofizyki, Instytutu Fizyki Doswiadczalnej,
Wydziatu Fizyki, UW poswigcony badaniom struktury i molekularnego mechanizmu dziatania
fosforylazy nukleczydéw purynowych. Wspdlpraca zaowocowata opublikowaniem czterech
aryginalnych prac eksperymentalnych oraz dodatkowo dwdch artykutdw pokonferencyjnych.

s Projekt prof. dr hab. Magdaleny Maj-Zurawskiej i dr Hanny ElZanowskie] z Zakladu Chemii
Mieorganicznej i Analitycznej, Wydziatu Chemii, UW, podwiecony elektrochemicznej analizie
oddzialywania rainych form topologicznych DA z interkalujacymi lekami
przeciwnowatwarowymi. Wspolpraca zaowocowala opublikowaniem jednej oryginalnej pracy
eksperymentalnej oraz rozdzialu w monografii naukowej.

s Projekt dr hab. Agnieszki Michoty-Kaminskiej z Instytutu Chemii Fizycznej, PAN, poswigcony
wykrywaniu i identyfikacji komdrek nowotworowych przy zastosowaniu spektroskopii Ramana.
Wspolpraca ta, mimo ie rozpoczeta niespetna rok temu, zaowocowala juz opublikowaniem dwoch
artykutdw eksperymentalnych i jednym zgloszeniem patentowym,

Podsumowujac, moja dodatkowa aktywnoic¢ naukowo-badawcza zaowocowata do te] pory 16
publikacjami eksperymentalnymi (nie liczac prac przedstawionych jako osiggniecie habilitacyjne),
2 ktdrych trzy ukazaty sie przed uzyskaniem stopnia doktora, Wszystkie artykuty byly recenzowane
i zostaly opublikowane w anglojezycznych czasoplsmach indeksowanych w bazie Journal Citation
Reports. Ponadto jestem wspotautorka rozdziatlu w polskojezycznej monografii | polskojezyczng]
pracy przegladowe]. Wykaz wszystkich prac wraz z dokfadnym opisem mojego wiiadu w ich
powstanie moina znaleic w zataczniku nr 5.
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