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1. Imie i nazwisko: Rafat Tomecki

2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe — z podaniem nazwy, miesiaca i roku ich uzyskania oraz tytulu
rozprawy doktorskiej

stopien doktora nauk biologicznych w zakresie biologii nadany uchwalg Rady Naukowej Wydziatu
Biologii Uniwersytetu Warszawskiego dnia 19.03.2007.

Tytul rozprawy doktorskiej: ,,Identyfikacja i analiza funkcji ludzkiej mitochondrialnej polimerazy poli(A)”.
Promotorem w przewodzie doktorskim byl prof. dr hab. Piotr P. Stepien (Instytut Genetyki
i Biotechnologii UW), a recenzentami: prof. dr hab. Elzbieta Katarzyna Jagusztyn-Krynicka (Instytut
Mikrobiologii; Wydzial Biologii UW) oraz prof. dr hab. Grzegorz Wegrzyn (Katedra Biologii
Molekularnej; Wydziat Biologii; Uniwersytet Gdanski).

Rozprawa uzyskala wyroznienie Rady Naukowej Wydziatu Biologii UW.

tytut magistra biologii w zakresie biologii molekularnej (dyplom z wyroznieniem) uzyskany na Wydziale
Biologii Uniwersytetu Warszawskiego 21.03.2002.

Tytul pracy magisterskiej: ,,Lokalizacja miejsca wigzania aktywatora ARCA w promotorze genu otaA
Aspergillus nidulans - wptyw delecji w regionie AnUAS,,, na funkcjonowanie tego biatka in vivo™.
Promotorem pracy byt prof. dr hab. Piotr Weglenski.

3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych i odbytych studiach na terenie
Polski

od 01.10.2011: adiunkt w Instytucie Genetyki i Biotechnologii na Wydziale Biologii Uniwersytetu
Warszawskiego;

od 01.10.2008: adiunkt w Pracowni Biologii RNA i Genomiki Funkcjonalnej w Instytucie Biochemii i
Biofizyki PAN;

28.07.2008-30.09.2008: asystent w Instytucie Biochemii i Biofizyki PAN;

15.07.2007-14.07.2010: adiunkt naukowy na Wydziale Biologii Uniwersytetu Warszawskiego;
15.03.2007-14.07.2007: asystent naukowy na Wydziale Biologii Uniwersytetu Warszawskiego;
pazdziernik 2002-luty 2007: studia doktoranckie w Studium Medycyny Molekularnej oraz na Wydziale
Biologii Uniwersytetu Warszawskiego pod kierunkiem prof. dr hab. Piotra P. Stepnia;

pazdziernik  1997-marzec  2002: interdyscyplinarne  studia  magisterskie w  Kolegium
Migdzywydziatowych Studidéw Matematyczno-Przyrodniczych (MISMaP) Uniwersytetu Warszawskiego.

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

A) Tytul osiagniecia naukowego

B)

il

Analiza biochemiczna i funkcjonalna biatek z rodziny Dis3 — podjednostek katalitycznych kompleksu
egzosomu u Eukaryota.

Publikacje wchodzace w sklad osiggniecia naukowego

Lorentzen E., Basquin J., Tomecki R., Dziembowski A. i Conti, E. (2008) Structure of the active subunit
of the yeast exosome core, Rrp44: diverse modes of substrate recruitment in the RNase II nuclease
family. Molecular Cell 29, 717 — 728.

[F2008 — 12,903; IF5 jctni — 14,902; punktacja MNiSW — 50; liczba cytowan (wg bazy Web of Science) —
78.

Lebreton A.*, Tomecki R.*, Dziembowski A. i Séraphin B. (2008) Endonucleolytic RNA cleavage by
a eukaryotic exosome. Nature 456, 993 — 997; * — rownorzedni autorzy.

1



dr Rafal Tomecki Autoreferat zalacznik nr 2

IF2008 — 31,434; IF5 jctni — 38,159; punktacja MNiSW — 50; liczba cytowan (wg bazy Web of Science) —
135.

ili. Tomecki R., Drazkowska K. i Dziembowski A. (2010) Mechanisms of RNA degradation by the
eukaryotic exosome. Chembiochem 11, 938 — 945.

IF2010 — 3,945; IF 5 jemi — 3,67; punktacja MNiSW — 35; liczba cytowan (wg bazy Web of Science) — 17.

iv. Tomecki R., Kristiansen M.S., Lykke-Andersen S., Chlebowski A., Larsen K.M., Szczesny R.J.,
Drazkowska K., Pastula A., Andersen J.S., Stepien P.P., Dziembowski A. i Jensen T.H. (2010) The
human core exosome interacts with differentially localized processive RNases: hDIS3 and hDIS3L.
EMBO Journal 29, 2342 — 2357.

[F2010 — 10,124; IFs_jemi — 9,602; punktacja MNiSW — 45; liczba cytowan (wg bazy Web of Science) — 53.

v. Lykke-Andersen S.*, Tomecki R.*, Jensen T.H. i Dziembowski A. (2011) The eukaryotic RNA
exosome: Same scaffold but variable catalytic subunits. RNA Biology 8, 61 — 66; * — réwnorzedni
autorzy.

IF2011 — 4,933; IF 5 1emi — 5,436; punktacjia MNiSW — 35; liczba cytowan (wg bazy Web of Science) — 30.

vi. Drazkowska K., Tomecki R., Stodus K., Kowalska K., Czarnocki-Cieciura M. i Dziembowski A. (2013)
The RNA exosome complex central channel controls both exonuclease and endonuclease Dis3 activities
in vivo and in vitro. Nucleic Acids Research 41, 3845 — 3858.

IF2012 — 8,278; IF 5. 1emi — 8,055; punktacja MNiSW — 40; liczba cytowan (wg bazy Web of Science) — 5.
vii. Tomecki R.”, Drazkowska K., Kucinski 1., Stodus K., Szczesny R.J., Gruchota J., Owczarek E.P.,

Kalisiak K. 1 Dziembowski A. (2014) Multiple myeloma-associated ~#DIS3 mutations cause perturbations

in cellular RNA metabolism and suggest hDIS3 PIN domain as a potential drug target. Nucleic Acids

Research 42, 1270 — 1290; * — autor korespondencyjny.

IF2012 — 8,278; IF 5 1emi — 8,055; punktacja MNiSW — 40; liczba cytowan (wg bazy Web of Science) — 0.

Oswiadczenia wspotautoréw okreslajace ich indywidualny wktad w powstanie kazdej z powyzszych prac
zamieszczono w Zatgczniku nr 9 (O$wiadczenia wspotautorow)

e Laczny wspotczynnik oddziatywania czasopism, w ktorych ukazaty si¢ publikacje wchodzace w sktad
osiggni¢cia naukowego, zgodnie z rokiem opublikowania (w przypadku prac z roku 2013 wykorzystano
ostatniq dostegpng w bazach wartosc¢ IF»;;) —79,895;

e Liczba punktow MNiSW za publikacje wchodzgce w sktad osiggniecia naukowego — 295;

e Liczba cytowan publikacji wchodzacych w sktad osiggni¢cia naukowego do dnia ztozenia wniosku (wg
bazy Web of Science) — 318.

C) Omowienie celu naukowego ww. prac i osiagnietych wynikéw wraz z omowieniem ich ewentualnego
wykorzystania

Kompleks egzosomu — gléwna eukariotyczna rybonukleaza odpowiedzialna za degradacje, obrobke
i kontrole jakosci roznych klas RNA

Ekspresja informacji genetycznej w komorkach eukariotycznych jest regulowana na wielu poziomach —
jednym z nich jest kontrola tempa degradacji RNA. Metabolizm RNA jest jednym z gtéwnych proceséw
warunkujacych prawidtowa synteze¢ w peini funkcjonalnych RNA reprezentujacych okreslone klasy,
polaczong z precyzyjnie kontrolowang obrobka 1 wprowadzaniem odpowiednich modyfikacji
posttranskrypcyjnych. Ponadto zaréwno w jadrze komoérkowym, jak 1 w cytoplazmie komoérek
eukariotycznych funkcjonuja liczne S$ciezki kontroli jakosci RNA, zapewniajace wydajng eliminacje
niewlasciwie zsyntetyzowanych lub niefunkcjonalnych transkryptéw. Prawidtowa obréobka i rozktad licznych
klas RNA zalezy od aktywnosci r6znych biatek, w tym helikaz RNA, polimeraz poli(A) 1 poli(U), a przede
wszystkim od enzymow degradujacych RNA (rybonukleaz); zaliczajg si¢ do nich zarowno endorybonukleazy,
czyli enzymy nacinajace szkielet fosforanowo-cukrowy czasteczek RNA w $rodku, jak i egzorybonukleazy
inicjujace degradacje substratow poprzez odtrawianie nukleotydow od koncow czasteczek RNA.

Wielopodjednostkowy, zachowany w ewolucji kompleks bialkowy zwany egzosomem uczestniczy
w wigkszo$ci procesOw zwigzanych z metabolizmem RNA w jadrze komérkowym i cytoplazmie komorek
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eukariotycznych."?! Egzosom zostal odkryty u Saccharomyces cerevisiae jako enzym niezbedny dla
prawidtowej obrobki 5.8S rybosomalnego RNAM! wchodzacego w sktad duzej podjednostki rybosomu.
W przypadku drozdzy, ktére wciagz stanowig gtowny model badawczy wykorzystywany do prowadzenia
analiz funkcji tego kompleksu, egzosom jest jedyng egzorybonukleaza degradujaca RNA w kierunku 3°-5’
niezbedng do zycia — delecja genu kodujacego ktérgkolwiek z podjednostek kompleksu, z wyjatkiem jadrowo-
specyficznego czynnika Rrp6, jest letalna.*®!

W cytoplazmie egzosom bierze udziat w degradacji prawidlowo zsyntetyzowanych czasteczek mRNA,
ktére spehity swoja funkcje w komorce jako matryce do syntezy biatka w procesie translacji.”®! Dziatanie
egzosomu musi by¢ w tym przypadku poprzedzone usunigciem ogona poli(A) z konca 3’ (deadenylacja).”®!
Nalezy wspomnie¢, ze transkrypty kodujace biatka moga by¢ réwniez degradowane przez egzorybonukleaze
Xrnl w kierunku 5°-3’ po usunicciu czapeczki chronigcej koniec 5°."*) Wzgledny udziat obydwu $ciezek
degradacji mRNA w cytoplazmie moze by¢ nieco odmienny u réznych organizméw eukariotycznych. Poza
udzialem w ogdlnym ,,obrocie RNA” (ang. RNA turnover), cytoplazmatyczny egzosom jest zaangazowany
w bardziej wyspecjalizowane $ciezki degradacji mRNA, jak na przyklad w regulowang degradacje
transkryptow posiadajacych elementy bogate w sekwencje AU (ang. AU-rich elements; ARE) czy tez
usuwanie  proksymalnych  produktow  trawienia mRNA  powstajacych  wskutek  aktywnosci
endonukleolitycznej biatka Ago bedacego sktadnikiem kompleksu RISC w procesie interferencji RNA.!
Ponadto, wraz z innymi enzymami degradujacymi RNA, egzosom pelni kluczowa funkcje
w cytoplazmatycznych $ciezkach kontroli jakosci RNA, zapobiegajacych translacji nieprawidlowych
czasteczek mRNA, takich jak: transkrypty z przedwczesnym kodonem terminacyjnym (ang. nonsense-
mediated decay; NMD), transkrypty pozbawione kodonu terminacyjnego (ang. non-stop decay; NSD) oraz
transkrypty z zawadami sterycznymi, ktére blokuja translokacje rybosomu podczas syntezy biatek (ang. no-go
decay; NGD).I"?

W jadrze komérkowym egzosom jest niezbedny dla prawidtowej obrobki czasteczek prekursorowych
RNA stabilnych klas (rRNA, tRNA, snRNA — mate jadrowe RNA, snoRNA — male jaderkowe RNA) oraz
degradacji produktéw posrednich dojrzewania roznych typéw RNA, w tym intronéw usunigtych z pre-mRNA
podczas skfadania eksonéw, zapobiegajac tym samym ich akumulacji.'®"*'¥ Ponadto jadrowy egzosom
uczestniczy w eliminacji mRNA z defektami wynikajagcymi z btednego splicingu czy nieprawidtowosci
w formowaniu komplekséw rybonukleoproteinowych (mRNP), co ogranicza lub wyklucza ich eksport z jadra
do cytoplazmy, gdzie ich obecno$¢ prowadzitaby do syntezy nieprawidlowych biatek.™™ Analogicznie
usuwanie przez egzosom czasteczek tRNA i rRNA, ktore ulegly niewlasciwej obrdbee, odgrywa istotng rolg
w uniemozliwieniu im odpowiednio: udziatu w dekodowaniu informacji genetycznej i wigczaniu w struktury
dojrzatych rybosomow.!®*1%!"l Kolejing wazng funkcja egzosomu jest bilansowanie wszechobecnej
transkrypcji genomow eukariotycznych — wiadomo, ze w przypadku uposledzenia funkcji kompleksu
dochodzi do znaczacej akumulacji RNA powstajacych w obszarach migdzygenowych (ang. cryptic unstable
transcripts — CUTs u drozdzy) lub powyzej promotorow genow kodujacych biatka (ang. promoter-upstream
transcripts — PROMPTs w komoérkach ludzkich) oraz transkryptow antysensownych.'®*"! Niektore z tych
niekodujacych czasteczek RNA pelnig istotne funkcje regulacyjne, miedzy innymi uczestniczac
w remodelowaniu struktury chromatyny w poblizu miejsc w ktorych sg syntetyzowane.

Struktura egzosomu eukariotycznego jest silnie zachowana w ewolucji

Z chwilg identyfikacji kompleksu egzosomu u drozdzy stwierdzono, ze tworza go migdzy innymi
podjednostki z domenami homologicznymi wzgledem bakteryjnej egzorybonukleazy RNazy PH,
wystepujacymi rowniez w fosforylazie polirybonukleotydowej (PNPazie), ktora jest gléwnym biatkiem
katalitycznym prokariotycznego degradosomu — kompleksu odpowiedzialnego za degradacj¢ RNA u
bakterii.*"** Dowiedziono, ze obydwie wspomniane RNazy bakteryjne, a takze egzosom Archaea, wykazuja
bardzo zblizone wiasciwosci biochemiczne. S3g one rybonukleazami fosforolitycznymi — wykorzystuja
fosforan nieorganiczny (P;) jako nukleofil do ataku na wigzania fosfodiestrowe w RNA i uwalniajg
difosforany rybonukleozydow (NDP) jako produkty koncowe.”!! Reakcja ta jest odwracalna, a jej kierunek
zalezy od stosunku Pi/NDP — w sytuacji, gdy stezenie NDP znacznie przewyzsza dostgpnos¢ Pj, moze
zachodzi¢ niezalezna od matrycy synteza RNA, prowadzaca do powstania heterogennych ogonéw poli(A) na
koficach 3’ RNA.*!
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Bakteryjne rybonukleazy fosforolityczne i egzosom Archaea charakteryzuje rowniez podobna organizacja
przestrzenna. RNaza PH ma strukture pier§cienia z centralnym kanalem i1 zbudowana jest z szesciu
identycznych podjednostek, sposrod ktorych kazda posiada aktywnosé katalityczng.**?% W przypadku
PNPazy analogiczng strukture formuje homotrimer, w ktérym kazdy monomer obejmuje dwie domeny
RNazy PH, ale tylko jedna z nich — PH2 — jest aktywna katalitycznie.*"! Pierscien egzosomu Archaea to
trimer heterodimeréw Rrp41/Rrp42, w ktérych jedynie Rrp4l wykazuje aktywnosé fosforolityczng.*” !
Zatem w odréznieniu od RNazy PH, PNPaza i rdzen egzosomu Archaea posiadaja jedynie trzy miejsca
aktywne zlokalizowane we wglebieniach wewngtrznej Sciany centralnego kanalu. Warto jednak zaznaczy¢, ze
podjednostki Rrp42 egzosomu Archaea sa niezbedne dla aktywnosci Rrp41%"! jak rowniez ulatwiaja
wigzanie substratu i1 posrednicza w oddzialywaniach z bialkami Csl4 1 Rrp4, ktore zawieraja domeny
zaangazowane w wigzanie RNA (KH i1 S1), podobne do tych, ktére wystepuja w monomerze bakteryjnej
PNPazy. Trzy kopie Rrp4 i/lub Csl4 lokalizuja si¢ na szczycie egzosomu Archaea, otaczajac przestrzeh
stanowigcg bezposrednig kontynuacje kanatu znajdujacego si¢ wewnatrz pierScienia podjednostek
Rrp41/Rrp42. Gléwna rolg centralnego kanatu, ktorego $rednica umozliwia dostgp zasadniczo wylacznie
jednoniciowym RNA, jest precyzyjna kontrola transportu substratow do zlokalizowanych glebiej miejsc
fosforolizy.”**!!

W momencie rozpoczecia przeze mnie realizacji badan dotyczacych egzosomu eukariotycznego zaczety
pojawiaé si¢ pierwsze doniesienia na temat struktury tego kompleksu.****! Stato si¢ wowczas oczywiste, ze
podobnie jak w przypadku PNPazy i egzosomu Archaea, czyli gtdwnych enzymdédw uczestniczacych
w metabolizmie RNA w dwdch pozostalych krélestwach $wiata zywego, wspottworzace go 9 podjednostek
biatkowych formuje charakterystyczng strukture pierscienia z wyraznym centralnym kanatem. Sze$¢ sposrod
nich — Rrp41, Rrp42, Rrp43, Rrp45, Rrp46 1 Mtr3 — zawiera domeny o typie zwinigcia RNazy PH. Co
ciekawe, trzy sposrod nich (Rrp41, Rrp46 i Mtr3) sa bardziej podobne do archebakteryjnego biatka Rrp4l,
natomiast reszta (Rrp42, Rrp43 1 Rrp45) przypomina w wigkszym stopniu bialtko Rrp42 wystepujace
u archebakterii. Pier$cien eukariotycznego egzosomu zbudowany jest z trzech heterodimeréw — Rrp41/Rrp45,
Rrp43/Rrp46 1 Mtr3/Rrp42, w obrebie ktorych jedna podjednostka jest typu Rrp41, a druga — typu Rrp42.
Pozostate trzy podjednostki — Rrp4, Rrp40 i Csl4 — zawieraja domeny wiazace RNA (KH oraz S1) i formuja
trimeryczng czapeczke ponad heksamerem podjednostek homologicznych do RNazy PH, ktorej $wiatto
stanowi przedtuzenie centralnego kanalu. Obecno$¢ czapeczki Rrp4/Rrp40/Csl4 stabilizuje oddzialywania
pomiedzy biatkami wchodzacymi w sktad heksameru podjednostek homologicznych wzgledem RNazy PH."P?!
W poréwnaniu z egzosomem Archaea, kompleks u S. cerevisiae zawiera dwie dodatkowe podjednostki — Dis3
(Rrp44) oraz Rrp6.

Eukariotyczny egzosom wykazuje aktywnos¢ hydrolazy zalezng od dodatkowych podjednostek — Dis3 i
Rrp6

Poczatkowo sugerowano, ze kazda z podjednostek eukariotycznego egzosomu moze posiadaé jakas
aktywnosé katalityczna.'*! Przetomowym odkryciem, ktore w znaczacym stopniu wyznaczyto dalsze kierunki
badan nad mechanizmem dziatania tego kompleksu w komorkach eukariotycznych, byto wykazanie braku
aktywnos$ci  fosforolitycznej podjednostek pierScienia wynikajagcego z nieobecnosci  krytycznych
aminokwasow, charakterystycznych dla miejsc aktywnych wystepujacych w bakteryjnych RNazach: PH
i PNPazie oraz w egzosomie Archaea.** Stwierdzono, ze w odréznieniu od nich egzosom S. cerevisiae jest
zalezng od magnezu procesywna egzorybonukleaza hydrolityczng — degradacja RNA prowadzona przez ten
kompleks przebiega przy udziale czasteczki wody jako nukleofila, a produktem koncowym reakcji sa
monofosforany rybonuklezydow (NMP).** Udowodniono, ze gtéwna podjednostka katalityczna egzosomu
u drozdzy jest biatko Dis3 (Rrp44), wystepujace zarowno w jadrze komorkowym, jak i w cytoplazmie. Dis3
w polaczeniu z 9-skladnikowym pierScieniem tworzy tzw. egzosom 10-skladnikowy, zwany takze
rdzeniem.®™  Pojedyncza mutacja zachowanej ewolucyjnie reszty kwasu asparaginowego w Dis3,
odpowiedzialnej za koordynacj¢ jonéw magnezu w centrum aktywnym, calkowicie znosi aktywnos$¢
egzosomu 10-sktadnikowego i prowadzi do uposledzenia funkcji kompleksu in vivo.** Brak aktywnosci
fosforolitycznej stwierdzono réwniez w prowadzonych rownolegle badaniach nad ludzkim egzosomem.?!
Wydaje si¢ zatem, ze utrata zdolnosci pierscienia do prowadzenia fosforolizy, ktora nastgpita w toku ewolucji,
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byla powigzana z dotgczeniem do pierscienia kompleksu kolejnej podjednostki — biatka Dis3, ktoére w glowne;j
mierze odpowiada za aktywno$¢ egzorybonukleolityczng eukariotycznego egzosomu. Jednocze$nie
postulowano, ze mimo braku aktywnosci enzymatycznej pierScien moze petni¢ istotng role jako platforma dla
interakcji z innymi biatkami i/lub substratami RNA."*!

10-sktadnikowy egzosom (rdzen) oddzialuje w jadrze komoérkowym S. cerevisiae z dodatkowa
podjednostka katalityczna Rrp6, formujac tym samym kompleks 11-sktadnikowy.*®! W przeciwiefistwie do
silnie procesywnego enzymu, jakim jest Dis3, bialko Rrp6 jest egzorybonukleaza dystrybutywna,
homologiczng wzglgdem RNazy D Escherichia coli, a jego aktywno$¢ odgrywa niewielka role w regulacji
metabolizmu jadrowego RNA. Jedng z gldwnych funkcji biatka Rrp6 jest usuwanie ostatnich 30 nukleotydéw
od konca 3’ prekursora 5.8S rRNA podczas jego dojrzewania. W odréznieniu od pozostatych podjednostek
egzosomu delecja genu RRP6 nie jest dla drozdzy letalna.”

OGOLNE_CELE BADAN: Szczegotowa analiza aktywno$ci rybonukleolitycznej biatka Dis3, réwniez
w kontek$cie pozostatej czgsci rdzenia egzosomu; charakterystyka ludzkich homologéw drozdZzowego biatka
Dis3; proba ustalenia zwigzku pomiedzy mutacjami w domenach Dis3 odpowiedzialnych za aktywnos$é¢
katalityczng a procesami chorobowymi.

Cel szczegdélowy 1.: Wyjasnienie mechanizmu degradacji RNA przez aktywno$¢ egzorybonukleolityczna
drozdzowego biatka Dis3.

Catkowita masa kompleksu drozdZzowego egzosomu wynosi w przyblizeniu 400 kilodaltonow (kDa).
Biatko Dis3 jest jego najwicksza podjednostka (110 kDa) i wykazuje modutowa organizacje domenowa — na
N-koncu znajduje si¢ domena PIN (ang. PilT N-terminal domain), a ponizej niej — modut o znaczacej
homologii w stosunku do enzyméw typu RNazy II/R E. coli.®”! Ten ostatni fragment biatka obejmuje 3
domeny wigzace RNA o typie zwini¢cia OB (ang. oligonucleotide binding-fold domain) [dwie domeny szoku
zimna CSD1 i CSD2 (ang. cold shock domain) na N-koncu i domen¢ S1 na C-koncu] — oraz centralng
domene RNB (ang. RNase II/R-like domain).”?”**! Enzymy typu RNazy II/R dziataja w sposob procesywny
do momentu, gdy koniec 5’ substratu RNA jest uwalniany w postaci ostatecznego produktu o dtugosci 2-5
nukleotydow.***!! Warto podkresli¢, ze o ile RNaza II jest w stanie degradowaé tylko jednoniciowe substraty
RNA (ssRNA), co wynika ze $rednicy $ciezki wiodacej substrat do centrum aktywnego enzymu, o tyle RNaza
R posiada rowniez zdolno$¢ trawienia substratéw o czeSciowej strukturze dwuniciowej (dsRNA), pod
warunkiem obecnosci fragmentu jednoniciowego o okreslonej dtugosci na konicu 3° jednej z nici.*?! Wstepne
analizy aktywnos$ci egzorybonukleolitycznej drozdzowego Dis3 pozwalaty sadzi¢, ze jego wiasciwosci
biochemiczne przypominaja bardziej te, ktore wykazano w przypadku RNazy R, niz RNazy Il E. coli.
Pierwszym celem prowadzonych przeze mnie badan bylo doglebne zbadanie aktywnosci
egzorybonukleolitycznej biatka Dis3 i wyjasnienie roznic w zdolnoséci do degradacji substratoéw czgsciowo
dwuniciowych w porownaniu z bakteryjng RNaza II. Badania biochemiczne byly wykonywane we
wspotpracy z grupa prof. Eleny Conti (wowczas EMBL w Heidelbergu), specjalizujaca si¢ w analizach
strukturalnych biatek 1 komplekséw biatkowych uczestniczacych w metabolizmie RNA. Uzyskane wyniki
zostaly przedstawione w publikacji 4.B.i.*"!

Biatko Dis3 S. cerevisiae pelnej dtugosci (1001 aminokwasdéw) zostalo oczyszczone, ale niestety nie
nadawalo si¢ do krystalizacji — podejmowane proby konczyly si¢ zawsze uzyskaniem matych krysztatow,
ktore nie rozpraszaly promieniowania. W eksperymencie typu limitowanej proteolizy w potaczeniu
z degradacja Edmana zaobserwowano powstawanie fragmentu biatka obejmujacego aminokwasy 242-1001
(Dis3AN), ktory oczyszczony po nadprodukeji w bakteriach umozliwit otrzymanie krysztatow bardzo dobrze
rozpraszajagcych promieniowanie. Poniewaz delecja fragmentu Dis3 obejmujacego aminokwasy 1-241
usuwata w calosci N-koncowa domeng PIN, przed rozpoczeciem analiz strukturalnych nalezato sprawdzi¢,
czy nie wplywa to na aktywno$é egzorybonukleolityczng biatka.”’!

Przeprowadzone przeze mnie analizy biochemiczne z wykorzystaniem biatka Dis3 pelnej dlugosci oraz
wariantu Dis3AN pozwolity stwierdzi¢, ze usunigcie domeny PIN nie ma Zadnego wptywu na zdolnos¢ biatka
do degradacji jednoniciowych lub czesciowo dwuniciowych substratow RNA. Sugerowato to, ze aktywnos$¢
egzorybonukleolityczna Dis3 zalezy wytacznie od modutu homologicznego wzgledem RNaz II/R, co byto
zgodne z wczesniejszg obserwacja, ze mutacja zmieniajgca pojedynczy aminokwas w centrum aktywnym
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domeny RNB — D55IN — catkowicie znosi t¢ aktywno$é.**! Eksperymenty te pozwolity réwniez na
stwierdzenie, ze wariant Dis3AN z mutacja D551N moze zosta¢ wykorzystany jako materiat do wspot-
krystalizacji z substratem RNA, co mialo umozliwi¢ wyjasnienie mechanizmu degradacji
egzorybonukleolitycznej.””!

Kolejnym wnioskiem, ktéory mozna bylo wyciagna¢ na podstawie przeprowadzonych analiz
biochemicznych, byto stwierdzenie, ze produkty koncowe degradacji egzorybonukleolitycznej majg dtugos¢
3-5 nukleotydow (dominujacy produkt to 4 nt) oraz ze wydajnos¢ degradacji substratow czesciowo
dwuniciowych jest $ci§le uzalezniona od dhlugosci jednoniciowego fragmentu na koncu 3’ jednej z nici
substratu dsSRNA — zarowno w przypadku Dis3 pelnej dlugosci, jak i dla wariantu Dis3AN obserwowaltem
wydajng degradacj¢ dsRNA z jednoniciowym wydtuzeniem zlozonym z 14 nukleotydow. Wydajnos¢
degradacji malata wraz ze spadkiem dhlugosci jednoniciowego wydtuzenia — substraty dsRNA, w ktérych
jedna ni¢ substratu posiadala tylko 2-3 niesparowane nukleotydy praktycznie nie ulegaty degradacji
egzorybonukleolitycznej. Ponadto, w do$wiadczeniach opartych na kompetycji stwierdzitem, ze
w odrdéznieniu od RNazy 11, ktorej aktywno$¢ jest silnie hamowana zarowno przez RNA, jak i DNA, biatko
Dis3 wykazuje okoto 50-krotnie wyzsze powinowactwo do RNA niz do DNA. Opisane powyzej wlasciwosci
biochemiczne pozwolity stwierdzi¢ jednoznacznie, ze aktywnos$¢ egzorybonukleolityczna drozdzowego biatka
Dis3 przypomina bardziej te, ktora wykazuje bakteryjna RNaza R, a nie RNaza IL."7!

Dzigki analizom z wykorzystaniem elektroforezy RNA w zelach natywnych ustalitem, Zze degradacji
substratéw dsRNA przez Dis3 towarzyszy uwalnianie nici komplementarnej, co $wiadczy o tym, ze biatko
Dis3 posiada zdolno$¢ do rozplatania struktur drugorzedowych. Zauwazytem réwniez, ze obecno$¢ domeny
PIN moze mie¢ wptyw na wydajno$¢ rozplatania i degradacji substratow dsRNA z krotkimi (4-7 nt)
wydluzeniami na koncach 3’ jednej z nici — przebieg tych reakcji byl 2-3-krotnie wolniejszy dla biatka
Dis3AN niz w przypadku Dis3 pelnej dugosci.?’!

Bardzo interesujaca obserwacja bylo rowniez stwierdzenie, ze samo biatko Dis3 degraduje substraty
dsRNA okoto 10 razy bardziej wydajnie niz w sytuacji, gdy wystepuje jako element 10-sktadnikowego
kompleksu.?”! Sugerowato to, Ze powigzanie Dis3 z pierécieniem egzosomu obniza aktywnosc
egzorybonukleolityczng tego biatka wzgledem pewnych substratow RNA zawierajacych struktury
dwuniciowe. Zjawisko to zostalo zbadane bardziej szczegdtowo i wyjasnione w publikacjach 7.A.ILvii.
i 4.B.vi."**! Wynika ono z faktu, ze substraty RNA docieraja do centrum katalitycznego domeny RNB nie
bezposrednio, lecz poprzez centralny kanal pierscienia egzosomu.

Rozwigzanie struktury krysztalu biatka Dis3AN D551N wraz z 13-nukleotydowym substratem RNA
poli(A) oraz jonem magnezu ujawnilo uderzajaca réznice we wzglednej orientacji przestrzennej domen
o typie zwinigcia OB, ktora w znaczacy sposob wptywa na przebieg $ciezki doprowadzajacej substrat RNA do
miejsca aktywnego w domenie RNB. W odréznieniu od RNazy II, gdzie RNA dociera do centrum
katalitycznego poprzez waska szczeling migdzy domenami CSD2 i S1, w przypadku Dis3 $ciezka
doprowadzajaca biegnie pomiedzy domenami CSD1 1 RNB. Na podstawie analiz strukturalnych stwierdzono,
ze jednym z krytycznych aminokwasoéw formujacych t¢ Sciezke jest A815. Przeprowadzone przeze mnie
doswiadczenia biochemiczne z wykorzystaniem wariantow Dis3 A815W 1 Dis3 A815F wykazaly, ze blokada
steryczna wynikajaca z wprowadzenia pierscieni aromatycznych skutkuje znaczacym obnizeniem wydajnosci
degradacji substratoéw dsRNA, niezaleznie od dlugosci jednoniciowego wydtuzenia na koncu 3’ jednej z nici.
Wyniki te dostarczyty silnego poparcia dla poprawnosci opisu $ciezki doprowadzajacej substrat do centrum
katalitycznego domeny RNB na podstawie uzyskanej struktury krystalicznej i potwierdzity jej istotnos¢
z punktu widzenia rozplatania substratow RNA zawierajacych struktury dwuniciowe przez biatko Dis3.”!

Podsumowujgc, wykonane przeze mnie analizy biochemiczne w polaczeniu z danymi strukturalnymi
otrzymanymi przez naszych wspotpracownikow pozwolily szczegdélowo wyjasni¢ mechanizm degradacji
egzorybonukleolitycznej przez domen¢ RNB biatka Dis3. W szczeg6lnosci udato si¢ wyjasni¢, ze rdznice
w zdolnosci do rozplatania i degradacji substratow RNA o czg$ciowej strukturze dwuniciowe]
charakteryzujace drozdzowe biatko Dis3 1 bakteryjng RNaze 11 warunkuje odmienna organizacja przestrzenna
domen wigzacych RNA, a co za tym idzie — obecno$¢ réznych $ciezek doprowadzajacych substraty do
miejsca aktywnego domeny katalitycznej kazdego z tych dwoch enzymow.

Potaczenie podejscia biochemicznego i strukturalnego pozwolito nam zaproponowaé¢ mechanizm
molekularny rozplatania struktur drugorzedowych przez Dis3 wedtug ktérego translokacja substratu podczas
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kolejnych rund degradacji moze prowadzi¢ do czeSciowego rozwinigcia nici w poblizu poczatku $ciezki
prowadzacej substrat do centrum katalitycznego enzymu. Zgodnie z zaproponowanym modelem reakcji,
rozplatanie nici nie jest napedzane hydroliza ATP, jak ma to miejsce w przypadku helikaz, lecz jest mozliwe
dzieki obecnos$ci energii chemicznej uwalnianej podczas hydrolizy fancucha RNA od konca 3’. Profil $ciezki
doprowadzajacej substrat do miejsca katalizy w domenie RNB biatka Dis3 powoduje zagi¢cie znajdujacej si¢
w niej czasteczki RNA. W trakcie translokacji substratu dochodzi prawdopodobnie do nieznacznego obrotu
tancucha RNA na poczatku $ciezki, co z kolei indukuje napigcie torsyjne utatwiajace rozplatanie struktury

drugorzedowe;j.””!

Cel szczegotowy 2.: Zbadanie funkcji N-koncowej domeny PIN biatka Dis3.

W trakcie prowadzenia badan dotyczacych biatka Dis3 zauwazyliSmy, ze w poréwnaniu do bakteryjnych
enzymow typu RNazy II/R posiada ono dodatkowa, silnie zachowang ewolucyjnie domeng na N-koncu — tak
zwang domen¢ PIN. Wczesniejsze doniesienia literaturowe sugerowaty, ze domeny PIN obecne w innych
biatkach moga by¢ zwiazane z aktywnoscia nukleolityczna.*>**l Kolejnym celem prowadzonych przeze mnie
badan stalo si¢ zatem okreslenie roli, jakg odgrywa domena PIN drozdzowego biatka Dis3, a w szczegdlnosci
wykazanie, czy moze ona odpowiada¢ za jaka$ dodatkowa, nieodkryta dotad aktywno$¢ rybonukleolityczng
gtéwnej podjednostki katalitycznej kompleksu egzosomu u drozdzy.

Rezultaty przeprowadzonych przez mnie analiz biochemicznych, uzupetnionych przez wyniki badan
w uktadzie in vivo, uzyskane we wspotpracy z laboratorium kierowanym przez prof. Bertranda Séraphina
(wowczas CNRS w Gif-sur-Yvette) zostaly przedstawione w publikacji 4.B.ii.!*”

We wstepnym eksperymencie udato mi si¢ wykaza¢, ze biatko Dis3 D551N, catkowicie pozbawione
aktywno$ci egzorybonukleolitycznej, wykazuje in vitro zdolno$¢ nukleolitycznej degradacji jednoniciowego
substratu RNA znakowanego na koncu 5° w buforach zawierajacych kationy metalu dwuwarto$ciowego
(Mg*, Mn*" lub Zn*") w wysokim stezeniu (1-3 mM). Optymalnym kofaktorem dla obserwowanej
aktywnos$ci okazaty si¢ jony manganu. Aby stwierdzi¢, czy aktywno$¢ ta jest zwigzana z obecnosciag domeny
PIN, uzyskalem warianty biatka Dis3 D551N z dodatkowymi substytucjami zachowanych ewolucyjnie reszt
asparaginianu w obrgbie potencjalnego centrum katalitycznego domeny PIN — Dis3 D171IN D551N oraz Dis3
D198N DS551N, ktore postuzyly do wykonania kolejnych analiz biochemicznych. Ich wyniki pozwolity
wykaza¢ jednoznacznie, ze brak ktorejkolwiek ze wspomnianych reszt kwasu asparaginowego w domenie
PIN skutkuje catkowitg utratg zdolnosci do degradacji RNA, co $wiadczyto o tym, ze nowo odkryta
aktywno$¢ nukleolityczna biatka Dis3 jest catkowicie zalezna od niezmienionej domeny PIN. Aktywno$¢ te
stwierdzono rowniez w przypadku testow przeprowadzonych dla rekombinowanego fragmentu N-koncowego
biatka Dis3 obejmujacego domeng¢ PIN (aminokwasy 1-241), co wskazywalo, Ze jest ona niezalezna od
pozostatej czgsci Dis3, homologicznej wzgledem RNazy II/R. Degradacja substratow RNA znakowanych na
koncach 5’ lub 3’ skutkowata powstawaniem produktéw posrednich komplementarnych wzglgdem siebie,
a w zadnym przypadku nie otrzymano mononukleotydow jako produktow koncowych. Sugerowalo to ze
domena PIN wykazuje aktywno$¢ endorybonukleolityczng. Jednoznacznym dowodem potwierdzajacym te
hipoteze bylo wykazanie zdolnosci dzikiego biatka Dis3 (ale nie jego wersji z mutacjami katalitycznymi
w obrebie domeny PIN — Dis3 DI7IN lub Dis3 DI98N) do degradacji scyrkularyzowanego (a wigc
pozbawionego wolnych koficow) substratu RNA. 7!

Ponadto precyzyjne porownanie aktywnos$ci biatka Dis3 typu dzikiego z jego wariantami zawierajacymi
pojedyncze 1 podwojne mutacje w domenach PIN i RNB, w buforach zawierajacych mieszaniny jonow
magnezu 1 manganu w roéznych stezeniach, pozwolilo na wykazanie aktywnosci endorybonukleolitycznej
domeny PIN w konteks$cie obecnosci aktywnosci egzorybonukleolitycznej domeny RNB oraz na stwierdzenie
wspotpracy obu aktywnos$ci nukleolitycznych biatka Dis3 podczas degradacji substratow RNA. Wydaje si¢
zatem, ze Dis3 jest unikatowym przyktadem eukariotycznej nukleazy, posiadajgce; dwie rozne aktywnosci
enzymatyczne, zlokalizowane w dwoch odrebnych domenach tego samego biatka.”!

Poniewaz delecja genu DIS3 u drozdzy jest letalna, aby zbada¢ znaczenie aktywnosci
endorybonukleolitycznej domeny PIN in vivo, skonstruowany zostat uktad eksperymentalny, w ktérym
sekwencje kodujace rézne wersje Dis3 w fuzji ze znacznikiem byly wprowadzane na plazmidach
centromerowych do szczepu drozdzy, w ktorym endogenny DIS3 znajdowatl si¢ pod kontrolg promotora
regulowanego pochodnymi tetracykliny. W warunkach represji ekspresji endogennego DIS3, w podwyzszonej
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temperaturze, stwierdzono umiarkowany defekt wzrostowy w przypadku obecnosci wariantu Dis3 D171N,
stabszy niz w przypadku wariantu Dis3 DS55IN, natomiast kombinacja mutacji Dis3 D171N i D551N
skutkowala syntetyczng letalnoscig. Sugeruje to, ze obie aktywnos$ci nukleolityczne biatka Dis3 sg istotne
z fizjologicznego punktu widzenia. Warto rowniez wspomnie¢, ze inaktywacja domeny PIN biatka Dis3
wzmacniala fenotyp wzrostowy wynikajacy z braku innej podjednostki katalitycznej drozdzowego egzosomu
— biatka Rrp6, co stanowilo dodatkowe poparcie dla znaczacej roli nowo odkrytej aktywnos$ci
endorybonukleolitycznej dla funkcjonowania kompleksu egzosomu in vivo.""!

Jesli chodzi o fenotypy molekularne, mutacja D17IN powodowata akumulacje¢ 5’-ETS — produktu
ubocznego obrobki rRNA, ktory jest znanym substratem egzosomu. Zgodnie z wynikami analiz
biochemicznych oraz testow wzrostowych, poziom akumulacji 5’-ETS byt stabszy niz w przypadku mutacji
D551N, natomiast polaczenie obydwu mutacji skutkowato efektem synergicznym. Dodatkowo w szczepie
drozdzy z mutacjg D551N zaobserwowano wyrazng obecnos¢ produktéw posrednich degradacji 5°-ETS, ktore
zanikaty w szczepie z mutacjg D171N, co sugerowalo, ze generowanie tych produktow zalezy od aktywnosci
endorybonukleolitycznej domeny PIN. Przeprowadzone przeze mnie analizy biochemiczne z wykorzystaniem
réznych rekombinowanych wersji biatka Dis3 oraz 5’-ETS zsyntetyzowanego w reakcji transkrypcji in vitro
w pelni potwierdzity wyniki uzyskane in vivo. Mapowanie koncow produktow posrednich degradacji 5’-ETS
ujawnito, ze konce 3’ niektorych czasteczek odpowiadaja precyzyjnie koncom 5’ innych fragmentow 5°-ETS,
co stanowito dodatkowy dowod potwierdzajacy, ze powstaja one w wyniku cigcia endonukleolitycznego.
Przyrownanie zmapowanych miejsc ci¢cia do znanej struktury drugorzgdowej 5’-ETS pozwolito stwierdzié,
ze lokalizuja si¢ one preferencyjnie w regionach petli 1 innych fragmentach nieustrukturyzowanych — byto to
zgodne z obserwacja, ze aktywno$¢ endorybonukleolityczna domeny PIN biatka Dis3 wykazuje Scisly
specyficzno$¢ wzgledem jednoniciowych RNA w uktadzie in vitro. Niektére z produktow posrednich
degradacji 5’-ETS zawieraly na koncu 3’ krotkie ogony oligo(A), najprawdopodobniej dodawane przez
jadrowy kompleks TRAMP, stymulujacy aktywno$¢ degradacyjng egzosomu. Nalezy zaznaczy¢, ze
aktywno$¢ endorybonukleolityczna domeny PIN nie byla specyficzna tylko wzgledem 5°-ETS. Substytucje
DI17IN 1 D551N w Dis3 wywieraty efekt synergiczny réwniez na procesy degradacji utajonego niestabilnego
transkryptu NELO025 oraz obrobki prekursora 7S do 5.8S rRNA. Fenotypy te byly dodatkowo wzmocnione
w szczepie rrp64. Endonukleolityczna aktywno$¢ rdzenia egzosomu wpltywa zatem na szereg roznych
fizjologicznych czasteczek RNA, co $wiadczy o tym, ze jej rola w regulacji metabolizmu RNA jest ogdlna.”!

W podsumowaniu mozna stwierdzi¢, ze dzieki przeprowadzeniu szczegdlowej analizy biochemicznej
1 funkcjonalnej domeny PIN biatka Dis3 udato nam si¢ zidentyfikowa¢ nowa aktywno$¢ endonukleolityczng
rdzenia eukariotycznego egzosomu. Wydaje sie, ze wspotdziata ona z odkrytymi wczesniej aktywnosciami
egzorybonukleolitycznymi biatek Dis3 i Rrp6, najprawdopodobniej dostarczajgc im alternatywnych koncow
3’ 1 ulatwiajgc inicjacje degradacji, za czym przemawiajg synergiczne efekty obserwowane w przypadku
kombinacji mutacji uposledzajacych aktywnosci enzymatyczne badanych RNaz. Lokalizacja réznych
aktywnosci nukleolitycznych w odrgbnych domenach biatka Dis3 sugeruje, ze powstalo ono na wczesnym
etapie ewolucji eukariontow w wyniku fuzji domeny PIN oraz enzymu homologicznego wzgledem
bakteryjnych RNaz II/R. Aktywno$¢ endorybonukleolityczna domeny PIN umozliwia ponowng inicjacj¢
degradacji czasteczek RNA zawierajagcych struktury drugorzgdowe w przypadkach, gdy blokuja one
mechanicznie aktywnos$ci egzorybonukleolityczne egzosomu. Odkrycie zdolnosci egzosomu do
przeprowadzania endonukleolitycznej degradacji RNA wymusito nowe spojrzenie na mechanizm dzialania
tego kompleksu i wptyngto na powszechnie akceptowany obraz rozktadu mRNA u FEukaryota, zgodnie
z ktorym uwazano, ze protekcja koncow mRNA jest wystarczajaca do przeciwdziatania degradac;ji.

Publikacja 4.B.ii.""! opisujaca wspomniane wyzej wyniki byla cytowana juz ponad 100 razy i uzyskata
nagrody JM Rektora Uniwersytetu Warszawskiego oraz Rady Naukowej IBB PAN. Zostal jej takze
poswiecony komentarz w czasopismie Nature Structural and Molecular Biology (2009; 16, 9 — 10; Jeffrey
Wilusz: “RNA stability: is it the endo’ the world as we know it?”).18!

Wyniki opublikowane w pracach oryginalnych 4.B.i. i 4.B.ii.’”*"!, dotyczacych charakterystyki
aktywnosci nukleolitycznych biatka Dis3, zostaly przedyskutowane doktadniej i osadzone w szerszym
kontekscie literaturowym w pracy przegladowej 4.B.iii.!"), ktorej bytem gléownym autorem.

Warto réwniez wspomnie¢, ze przy okazji realizacji badan, ktore zaowocowaty publikacja 7.A.ILvii.
udato mi si¢ opisa¢ drugg funkcje domeny PIN, niezalezng od odkrycia jej aktywnos$ci
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endorybonukleolitycznej. Okazato si¢ bowiem, ze odgrywa ona istotng role strukturalng — jest to fragment
biatka Dis3 odpowiadajacy za jego oddziatywanie z reszta rdzenia egzosomu.**!

Cel szczegélowy 3.: Zdefiniowanie roli centralnego kanatu pierscienia egzosomu w regulacji aktywnosci
rybonukleolitycznych biatka Dis3.

Jak wspomniano powyzej, uzyskane w trakcie realizacji wczes$niejszych badan dane wskazywaty, ze
obecno$¢ nieaktywnego katalitycznie pierScienia wplywa na degradacje substratow RNA o czgsSciowej
strukturze dwuniciowej, co sugerowato, ze reguluje on w jaki$ sposob aktywnosé rybonukleolityczng Dis3.5”!
Wyniki analiz strukturalnych, przeprowadzonych w naszej grupie badawczej oraz w innych laboratoriach
dowiodtly, ze Dis3 taczy si¢ z dolng czescig pierScienia za posrednictwem domeny PIN, ktéra oddziatuje
glownie z podjednostka Rrp41.***+% Badania biochemiczne sugerowaly, ze substraty docieraja do centrum
katalitycznego domeny RNB poprzez centralny kanat pierscienia egzosomu.® Rozwiazane struktury
kompleksu wskazywaty, ze miejsce aktywne domeny RNB znajduje si¢ w poblizu wyjscia z kanatu, a mutacje
zachowanych ewolucyjnie zasadowych aminokwasow w biatku trimerycznej czapeczki Rrp4 w sasiedztwie
wejécia do kanatu skutkowaly efektem letalnym.**>" Ponadto zablokowanie kanalu poprzez substytucje
zachowanych ewolucyjnie zasadowych aminokwasow w biatku Rrp41 na aminokwasy kwasne powodowato
obnizenie aktywnosci 10-sktadnikowego egzosomu, co korelowalo z brakiem protekcji RNA w poréwnaniu
z kompleksem niezawierajacym tego typu mutacji.”" Zauwazylismy jednak, ze nie istniaty zadne dane, ktére
potwierdzatyby istnienie Sciezki wiodacej substraty do centrum aktywnego domeny RNB biatka Dis3 poprzez
centralny kanal pier§cienia, zwlaszcza ze wyniki badan strukturalnych nie wykluczaly istnienia $ciezek
alternatywnych. Nie wykazano rowniez, czy kanal moze odgrywac jakakolwiek role w regulacji aktywnosci
endorybonukleolitycznej domeny PIN, cho¢ wydawato si¢ to watpliwe ze wzgledu na fakt, ze na podstawie
dostepnych struktur stwierdzono, ze centrum aktywne tej domeny skierowane jest nie do wngtrza kanatu, lecz
w strong rozpuszczalnika.****" Z tych wzgledow podjelismy probe scharakteryzowania funkeji centralnego
kanatu pierscienia egzosomu w regulacji obu aktywnosci nukleolitycznych biatka Dis3. Wyniki badan in vivo
oraz wykonanych przeze mnie komplementarnych analiz biochemicznych rekonstruowanych wariantow
egzosomu zaprezentowano w publikacji 4.B.vi.!*

Aby ustali¢ znaczenie centralnego kanatu pierscienia egzosomu dla fizjologii drozdzy skonstruowany
zostat szczep z substytucjami 4 zasadowych aminokwaséw w bialku Rrp41 skierowanych do wnetrza kanatu
(Rrp41™), ktore w ukladzie in vitro powodowaly zanik protekcji RNA przez egzosom i obnizaly jego
aktywnos$¢ egzorybonukleolitycznq.[44’50] Mutacje te hamowaly wzrost drozdzy w podwyzszonej temperaturze
1 byly syntetycznie letalne z delecja RRP6. Wyniki te sugerowaly istnienie pewnej redundancji pomigdzy
aktywnoscig Rrp6 i obecnoscig funkcjonalnego kanatu. Syntetycznych interakcji nie zaobserwowali$my
natomiast w przypadku potaczenia mutacji Rrp41™ i substytucji aminokwaséw powodujacych zniesienie
aktywnosci endorybonukleolitycznej (D171N — endo-) lub egzorybonukleolitycznej (DS51N — exo-) biatka
Dis3, co wskazywato, ze kanat oraz aktywno$ci nukleolityczne Dis3 uczestnicza w tej samej S$ciezce
degradacji. Analizy fenotypoéw molekularnych dowiodly, ze uposledzenie funkcji kanatu poprzez mutacje
Rrp41™ skutkuje akumulacja roznych jadrowych substratow egzosomu, takich jak 7S rRNA, 5°-ETS
i NEL025 CUT, co potwierdzato przypuszczenia o udziale kanalu w rekrutowaniu substratow RNA.
Obserwowane zmiany w poziomie badanych transkryptow nie byly tak silne, jak w przypadku mutacji
Dis3%* — wskazywato to, ze mutacja Rrp41*™ ma charakter hipomorficzny. Zgodnie z wynikami fenotypow
wzrostowych efekty mutacji Rrp41*™ oraz Dis3%** na poziomie molekularnym nie byly addytywne. Badajac
znaczenie centralnego kanatlu dla procesow metabolizmu RNA zachodzacych w cytoplazmie, w przypadku
mutacji Rrp41™ zauwazyliémy zahamowanie degradacji normalnych transkryptow, jak i obnizenie
wydajnosci cytoplazmatycznych $ciezek kontroli jakosci RNA przejawiajace si¢ w wydluzeniu czasu
pottrwania odpowiednich transkryptéw reporterowych. Co istotne, dotyczylo to takze reportera mRNA
pozbawionego kodonu terminacyjnego, degradowanego w $ciezce NSD (ang. non-stop decay), o ktorej
wiadomo, ze jest zalezna tylko od aktywnos$ci egzorybonukleolitycznej lub endorybonukleolitycznej biatka
Dis3. Sugerowato to, Zze centralny kanal pierScienia egzosomu — wbrew danym strukturalnym — moze
uczestniczy¢ w jakims$ stopniu w regulacji tej drugiej aktywnosci. Warto podkresli¢, ze w odrdéznieniu od
efektu wywieranego na substraty jadrowe, na reporter NSD mutacja Rrp41™ wywierata efekt silniejszy niz
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mutacje Dis3*" lub Dis3°™, a jej wprowadzenie przy jednoczesnym zniesieniu aktywnosci domeny RNB
biatka Dis3 skutkowato synergig.**!

Poniewaz opisane powyzej wyniki wskazywaty, ze kanal egzosomu wplywa na obie aktywnos$ci
nukleolityczne Dis3, postanowilem wykonaé bardziej szczegdtowe analizy in vitro z wykorzystaniem
wariantow 10-sktadnikowego egzosomu Chaetomium thermophilum rekonstruowanych z rekombinowanych
podjednostek. Uzycie bialek pochodzacych z tego termofilnego workowca zamiast homologicznych biatek
S. cerevisiae umozliwiato uzyskanie duzych ilosci kompleksu o wysokim stopniu czystosci, co byto wazne
szczegllnie w przypadku analizy aktywnosci endorybonukleolitycznej domeny PIN, ktora mogla by¢
potencjalnie tatwo maskowana przez ewentualne kontaminacje. Badane warianty egzosomu roznity si¢
funkcjonalno$cia kanatu (Rrp41™" lub Rrp41*™) i obecnoscia roznych wersji biatka Dis3 (Dis3%', Dis3%,
Dis3™, Dis3**"*™) Jub N-koficowego fragmentu tego biatka zawierajacego domene PIN. Zablokowanie
kanatu powodowalo silne zahamowanie degradacji egzorybonukleolitycznej, widoczne szczegdlnie dla
substratu RNA zawierajacego fragment dwuniciowy. Poréwnanie aktywnosci zrekonstruowanych egzosomow
z samg domeng PIN lub biatkiem Dis3 petnej dtugos$ci w wersji exo- doprowadzito natomiast do stwierdzenia,
ze funkcjonalny kanat stymuluje aktywno$¢ endorybonukleolityczng domeny PIN, ktéra jest nieco nizsza
w obecnosci C-koncowego fragmentu Dis3, gdyz dochodzi wtedy do przekierowania substratu do miejsca
aktywnego domeny RNB, ktore prawdopodobnie wykazuje wyzsze powinowactwo do RNA.*

W kolejnym cyklu eksperymentdw podjeliSmy si¢ wyjasnienia przyczyny stwierdzonego we
wczesniejszej publikacji (7.A.ILvii.) efektu letalno$ci mutacji trzech zasadowych aminokwaséw obecnych na
powierzchni biatka trimerycznej czapeczki — Rrp4 (Rrp4™), ulokowanych w poblizu wejécia do centralnego
kanatu, ktore prawdopodobnie uczestnicza w rozpoznawaniu substratow.*?! Wykorzystujac preparaty
egzosomow oczyszczone ze szczepow drozdzy oraz kompleksy zrekonstruowane in vitro, ustalilismy, zZe
mutacja Rrp4®™ obniza wydajno$¢ degradacji egzorybonukleolitycznej zaleznej od domeny RNB biatka Dis3,
szczegdlnie w przypadku substratow o czeSciowej strukturze dwuniciowej. Kombinacja mutacji Rrp4™
i Rrp41"™ powodowata synergiczng inhibicje aktywnosci domeny RNB, co wskazywato na fakt, ze RNA
moze przechodzi¢ przez centralny kanal pierScienia egzosomu zawierajacego wariant Rrp4™. Poniewaz
wydawalo si¢, Zze obserwowany poziom zahamowania degradacji egzorybonukleolitycznej wynikajacy
z obecnosci mutacji Rrp4™ nie moze odpowiada¢ za efekt letalny, zbadaliémy inne molekularne efekty
mutacji. StwierdziliSmy jednak, Zze nie powoduje ona zmiany lokalizacji biatka Rrp4 ani zaburzenia jego
oddziatywania z jedynym niezbednym jadrowym kofaktorem egzosomu — helikazg Mtr4d. O ile powod
letalnosci mutacji Rrp4°™ pozostaje nieznany, udato si¢ potwierdzi¢, ze podmienione aminokwasy uczestnicza
w rekrutowaniu substratow RNA.*¥

W podsumowaniu mozna stwierdzi¢, ze centralny kanat pierScienia egzosomu uczestniczy w regulacji
obu aktywnos$ci nukleolitycznych biatka Dis3 zaréwno in vitro, jak i in vivo. W przypadku aktywnosci
endorybonukleolitycznej domeny PIN jest to o tyle zaskakujace, ze dostepne dane strukturalne nie dostarczaja
poparcia dla istnienia $ciezki doprowadzajacej substraty do centrum katalitycznego domeny PIN, ktora
wiodtaby przez kanal.

Cel szczegotowy 4.: Charakterystyka biochemiczna i funkcjonalna podjednostek katalitycznych ludzkiego
€gzosomu.

Badania biochemiczne aktywno$ci egzosomu H. sapiens, towarzyszace rozwigzaniu struktury
krystalicznej kompleksu rekonstytuowanego in vitro, sugerowaty poczatkowo, ze w odrdznieniu od egzosomu
drozdzowego wykazuje on aktywno$¢ fosforolityczna, ktorg przypisano podjednostce pierscienia hRRP41.1%?!
Okazato si¢ jednak, ze obserwowana aktywno$¢ wynika z obecnosci §ladowego zanieczyszczenia preparatu
bakteryjng PNPazg.®>! W zwiazku z tym pojawilo si¢ pytanie: ktére biatko jest podjednostka katalityczng
ludzkiego egzosomu? Naturalnymi kandydatami na pelnienie tej funkcji byly ortologi drozdzowego biatka
Dis3. Ich udzial w strukturze egzosomu H. sapiens poddawano jednak do$¢ dlugo w watpliwos¢, gdyz nie
stwierdzano ich obecno$ci w preparatach endogennego kompleksu izolowanego z ludzkich komérek.”! Mimo
to wykazano, ze nadprodukcja jednego z tych bialek umozliwia komplementacj¢ temperaturowrazliwej
mutacji w genie kodujacym biatko Dis3 S. cerevisiae, ktora w znacznym stopniu uposledza wzrost drozdzy
w temperaturze restrykcyjnej — sugerowato to istnienie pewnej analogii funkcjonalnej miedzy biatkiem
ludzkim i drozdzowym."” W obliczu tych danych podjatem sic (jako kierownik i gléwny wykonawca
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pozyskanego samodzielnie grantu wlasnego MNiSW) przeprowadzenia szczegoétowej charakterystyki
biochemicznej i1 funkcjonalnej ludzkich homologéw drozdzowego biatka Dis3. Wyniki badan wykonanych
czgsciowo we wspolpracy z laboratorium kierowanym przez prof. Torbena Heicka Jensena (Uniwersytet
w Aarhus), zostaly przedstawione w publikacji 4.B.iv.*!, ktorej bytem pierwszym autorem.

Przed opublikowaniem sekwencji genomu ludzkiego zostal zidentyfikowany tylko jeden ortolog
drozdzowego biatka Dis3 nazywany hDIS3."*3 Przeprowadzone przez nas analizy typu PSI-BLAST
wykazaty jednak, ze nie jest to jedyne bialtko wykazujace homologi¢ w stosunku do drozdzowego Dis3.
Szczegbdtowa analiza in silico wykazata, ze u wyzszych Eukaryota sposrod wszystkich bialek zawierajacych
obszary homologiczne do Dis3 dwa ortologi: hDIS3 (43% identycznosci sekwencji wzgledem Dis3) oraz
hDIS3L (33% identyczno$ci wzgledem Dis3), zawieraja wszystkie domeny typowe dla tego biatka: domeng
PIN, trzy domeny o typie zwinigcia OB, domen¢ RNB oraz bardzo silnie zachowany w ewolucji
dziewigcioaminokwasowy motyw o nieznanym zwini¢ciu obecny na N-koncu biatka. Z sytuacja
wspotistnienia dwoch gendw kodujacych homologi Dis3 mamy do czynienia we wszystkich catkowicie
zsekwencjonowanych genomach kregowcow, co wskazuje, ze w trakcie ewolucji doszto do przynajmniej
jednej duplikacji genu DIS3.!

Na podstawie analizy sekwencji stwierdziliSmy, Ze oba ludzkie biatka: hDIS3 oraz hDIS3L zawieraja
wszystkie aminokwasy koordynujace jony dwuwarto$§ciowe niezbedne do aktywnosci egzonukleolitycznej
domen RNB, co sugerowalo, ze sa one aktywne enzymatycznie. W przypadku N-koncowej domeny PIN
odpowiedzialnej za aktywnos$¢ endonukleolityczng zauwazyliSmy, ze jedynie biatko hDIS3 posiada wszystkie
aminokwasy niezb¢dne do katalizy. W doswiadczeniu opartym na komplementacji w szczepie drozdzy,
w ktorym endogenna wersja DIS3 znajdowata si¢ pod kontrola promotora regulowanego pochodnymi
tetracykliny zaobserwowali$my, Ze jedynie hDIS3 wykazuje zdolno$¢ cze$ciowej komplementacji defektu
wzrostowego wynikajacego z obnizenia poziomu ekspresji drozdzowego DIS3. Obserwacje te sugerowaty
mozliwo$¢ istnienia pewnych réznic we wlasciwosciach biochemicznych i funkcjach ludzkich biatek hDIS3
i hDIS3L.!

Aby zbada¢ oddzialywanie bialek hDIS3 1 hDIS3L z reszta rdzenia ludzkiego egzosomu,
zastosowali$my technik¢ koimmunoprecypitacji wspomagang uzyciem aminokwasow znakowanych ci¢zkimi
izotopami w hodowli komorkowej (ang. SILAC — stable isotope labeling with amino acids in cell culture).
WykorzystaliSmy réwniez skonstruowane przez nas stabilne linie komoérkowe pochodne HEK293 Flp-In
T-REx, wyrazajace w sposob indukowany biatko hDIS3, hDIS3L lub podjednostke pierscienia — hRRP41 ze
znacznikiem FLAG na C-koncu. Wykonane przy pomocy spektrometrii mas analizy eluatow ze ztoza anty-
FLAG doprowadzity do stwierdzenia, ze zar6wno hDIS3, jak i hDIS3L wchodza w sktad rdzenia egzosomu,
przy czym oddzialywanie ma charakter wzajemnie wykluczajacy si¢, a hDIS3L oddzialuje z pierScieniem
silniej niz hDIS3 — w przypadku tego drugiego interakcje mozna zaobserwowac, jesli podczas oczyszczania
zastosuje sie mniej restrykcyjne warunki.™!

Nastepnie zbadaliSmy lokalizacje wewnatrzkomorkowa biatek hDIS3 1 hDIS3L z wykorzystaniem
techniki immunofluorescencji oraz frakcjonowania komérek w polaczeniu z analizg frakcji metoda western-
blot, przy jednoczesnym uzyciu przeciwcial rozpoznajacych biatka bedace markerami odpowiednich
przedzialow wewnatrzkomorkowych. W wyniku przeprowadzonych do$wiadczen stwierdzilismy, ze hDIS3
lokalizuje si¢ gltownie w jadrze komorkowym (z wylaczeniem rejondéw jaderek), natomiast hDIS3L
zlokalizowane jest wyltacznie w cytoplazmie ludzkich komoérek. Ponadto wykonaliSmy analogiczne analizy
dla innej podjednostki katalitycznej ludzkiego egzosomu — bialka hRRP6 — wykazalismy, ze akumuluje si¢
ono w jaderkach, natomiast w odréznieniu od homologa w drozdzach pewna jego frakcja wystepuje rowniez
w cytoplazmie.™!

Aby stwierdzi¢, jaki udziat w metabolizmie RNA maja ludzkie homologi biatek Dis3 i Rrp6,
przeprowadziliSmy wyciszenie ekspresji genéw kodujacych te biatka przy pomocy interferencji RNA. Analiza
poziomu niekodujacych jadrowych transkryptéw PROMPT (ang. promoter-upstream transcripts) metoda PCR
W czasie rzeczywistym oraz obrobki rybosomalnego RNA 5.8S z wykorzystaniem techniki hybrydyzacyjne;j
northern wykazata, ze obnizenie poziomu hDIS3 i hRRP6 (ale nie hDIS3L) powoduje akumulacj¢ PROMPT
oraz prekursoréw 5.8S rRNA, przy czym fenotypy te s3 wzmacnianie w wyniku jednoczesnego wyciszenia
ekspresji ADIS3 1 hRRP6. Z kolei w nastgpstwie obnizenia poziomu hDIS3L nastgpowata stabilizacja
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cytoplazmatycznych mRNA ¢-FOS i c-MYC. Uzyskane wyniki byly zgodne z obserwowana lokalizacja
wewnatrzkomoérkowa podjednostek katalitycznych ludzkiego egzosomu.!

Ostatnim etapem badan, ktory wykonatem catkowicie samodzielnie, byly szczegdétowe oznaczenia
biochemiczne przeprowadzone z wykorzystaniem biatek hDIS3 1 hDIS3L oczyszczonych ze stabilnych linii
komorkowych z epitopem w postaci biatka A, dla substratow RNA znakowanych w rozny sposob.
Doprowadzity one do stwierdzenia, ze oba biatka wykazuja procesywna aktywno$¢ egzorybonukleolityczng
w kierunku 3°-5°, zalezng od domeny RNB, analogicznie jak w przypadku drozdzowego biatka Dis3. Jesli
chodzi o aktywnos$¢ endorybonukleolityczng, zaobserwowatem ja jedynie podczas analiz biatka hDIS3; jej
brak w przypadku hDIS3L byt zgodny z substytucjami krytycznych kwasnych aminokwaséw w domenie PIN
tego biatka, stwierdzonymi wczesniej w analizach in silico.™!

Podsumowujac, polaczenie wynikow uzyskanych przy uzyciu rozmaitych technik pozwolito nam
wnioskowa¢, ze w ludzkich komoérkach doszto w toku ewolucji do rozdzielenia rdéznych funkcji
w metabolizmie RNA pomiedzy wyspecjalizowane formy egzosomu, zawierajace inny zestaw podjednostek
katalitycznych 1 charakteryzujace si¢ odmienng lokalizacja wewnatrzkomérkowa, aktywno$ciami
biochemicznymi oraz specyficzno$cig substratows.

Publikacja 4.B.iv.”*' zawierajaca omowione wyzej wyniki zostata nagrodzona przez Rade Naukowa
IBB PAN. Poswigcono jej takze komentarz w sekcji czasopisma EMBO Journal zatytutowanej “Have You
seen...?”, wyrdzniajacej najwazniejsze publikacje danego wydania (2010; 29, 2260 — 2261; Maria-Eugenia
Gas i Bertrand Séraphin: “Twins take the job”).>!

W publikacji przegladowej 4.B.v.*® stanowiacej swego rodzaju autokomentarz do wynikow
oryginalnych opublikowanych w pracy 4.B.iv. ! zwrécilismy uwage na fakt, ze formy kompleksu egzosomu
wystepujace u roznych grup organizmow eukariotycznych, mimo ze oparte o to samo strukturalne
rusztowanie, r6znig si¢ repertuarem zwigzanych podjednostek katalitycznych i zaproponowaliSmy mozliwe
przyczyny takiego stanu rzeczy. Wynikaja one naszym zdaniem z ewolucji kompleksu wymuszonej
r6znorodno$cig substratow RNA, w ktorych metabolizm jest on zaangazowany. Wydaje si¢, ze powigzanie
pierscienia egzosomu z aktywnos$ciami rybonukleolitycznymi o réznym charakterze jest korzystne z punktu
widzenia pokonywania réznorodnych przeszkdd podczas degradacji RNA, takich jak struktury drugorzgdowe
czy biatka wigzace si¢ z substratami — przemawia za tym rowniez konieczno$¢ dodatkowych interakcji
egzosomu z kompleksami wspomagajacymi, zawierajacymi enzymy o aktywno$ci helikaz RNA czy
polimeraz poli(A).!

Chociaz mozliwe jest, ze podjednostki katalityczne egzosomu petnig pewne funkcje niezalezne od ich
asocjacji z resztg rdzenia egzosomu wydaje si¢, ze ich gldéwne zadania s3 wykonywane w ramach dziatalnosci
kompleksu. Poniewaz obrobka lub degradacja okreslonego typu substratu wymaga najczesciej wspOtpracy
dwoéch lub wigkszej liczby aktywnosci rybonukleolitycznych, w toku ewolucji prawdopodobnie korzystne
statlo si¢ skoordynowanie tych aktywno$ci — w obrgbie jednego biatka czy tez kompleksu; w przypadku
egzosomu obserwujemy przyktady wykorzystania obydwu tych strategii: centralny pierscien kompleksu
oddziatuje z rybonukleazami roéznego typu — RRP6 i DIS3, przy czym ta ostatnia zawiera domeny
odpowiedzialne za aktywnos$ci egzorybonukleazy 1 endorybonukleazy. Jednoczesnie utrzymywanie
aktywnosci w oddzielnych podjednostkach zapewnia $rodki umozliwiajace regulowania potencjatu
katalitycznego 1 innych wlasciwosci kompleksu. Mozna przypuszczaé, ze w momencie zaistnienia
oddziatywan pomig¢dzy hydrolitycznymi enzymami typu RRP6 1 DIS3 z pierwotnym egzosomem
eukariotycznym, aktywno$¢ fosforolityczna pierScienia kompleksu stata si¢ zbedna, wskutek czego
w miejscach aktywnych podjednostek homologicznych wzgledem RNazy PH nagromadzily si¢ mutacje
prowadzace do zniesienia tej aktywnosci. Wydaje si¢ zatem prawdopodobne, ze 9-sktadnikowy pierscien
egzosomu eukariotycznego ulegt przeksztatceniu z aktywnej katalitycznie rybonukleazy w nieaktywne, ale
niezbe¢dne, rusztowanie zapewniajace wtasciwg kooperacje aktywnos$ci enzymatycznych oddziatujagcych z nim
rybonukleaz hydrolitycznych. Ponadto wspdlna ewolucja egzosomu i jego substratdéw mogta stworzy¢ role dla
centr?sl‘?]ego kanalu pierscienia, jaka jest dostarczanie czasteczek RNA do domeny egzonukleolitycznej biatka
Dis3.

Réznorodnos¢ podjednostek katalitycznych oddzialujacych z pierscieniem egzosomu u réznych grup
organizmow eukariotycznych (przyktadowo u roslin wystepuje jedno biatko homologiczne wzgledem Dis3,
zawierajace domen¢ PIN oraz 3 bialka podobne do Rrp6) wynika prawdopodobnie z réznych wymagan
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dyktowanych przez zlozono$¢ odpowiednich transkryptomoéw. Zrdéznicowanie wariantoéw egzosomu pod
wzgledem potencjatu katalitycznego dotyczy w szczegdlnosci roznych przedziatéw wewnatrzkomorkowych.
Dlaczego stworzenie odmian kompleksu o réznym sktadzie i lokalizacji komorkowej byto korzystne dla
réznych eukariontow? Wydaje si¢ nam, ze jest to sposob na kontrole st¢zenia funkcjonalnego egzosomu
w okreslonym przedziale subkomérkowym przy jednoczesnym precyzyjnym dostrojeniu jego potencjatu
katalitycznego, jaki potrzebny jest w danej lokalizacji. Biorac pod uwage liczbe procesow zwigzanych
z metabolizmem RNA kontrolowanych przez egzosom, ktore roéznia si¢ intensywnoscig w czasie, korzystne
bylo rozdzielenie jego funkcji pomiedzy konkretne formy umiejscowione w poszczegolnych kompartmentach,
zamiast losowego rozmieszczenia kompleksow o tym samym sktadzie w catej komorce. Przyktadowo
wigkszy stopien ustrukturyzowania substratdw RNA w jadrze ludzkich komoérek narzucit prawdopodobnie
wymog zachowania aktywno$ci endonukleolitycznej domeny PIN biatka hDIS3, ktora w trakcie ewolucji
okazala si¢ zbedna w przypadku biatka hDIS3L, bedacego gltoéwna podjednostka katalityczng egzosomu
cytoplazmatycznego.™®!

Cel szczegolowy 5.: Wyjasnienie wptywu mutacji w genie 2DIS3, znajdowanych u chorych na szpiczaka
mnogiego, na metabolizm RNA.

Rozregulowanie ekspresji informacji genetycznej jest jednym z typowych zjawisk zwigzanych
z transformacja nowotworowa. W ostatnich latach obserwujemy wzrost liczby doniesien sugerujacych, ze
zaburzenia regulacji etapow posttranskrypcyjnych maja niebagatelne znaczenie dla kancerogenezy.”’ !
Dotycza one nie tylko transkryptow kodowanych przez onkogeny oraz odpowiadajacych supresorom
nowotworow, ale rowniez coraz liczniejszej klasy niekodujacych RNA, ktore moga wpltywaé zar6wno na
stabilno$é¢ innych transkryptow, jak i regulowaé wydajnosé translacji mRNA."**!" Zmiany zachodzace na
poziomie transkryptomu sg czg¢sto wynikiem zaburzonej ekspresji lub aktywnosci bialek kontrolujacych
metabolizm RNA.

W przypadku badanego przez nas kompleksu egzosomu stwierdzono migdzy innymi dodatnig korelacje
pomiedzy zapaleniem wielomig§niowym/sklerodermia (schorzenie autoimmunologiczne charakteryzujace si¢
podwyzszonym poziomem przeciwciat rozpoznajacych podjednostki egzosomu) a czesto$cig wystepowania
nowotwordéw.!%*! Ponadto jeden ze sktadnikow egzosomu — biatko hRRP46, ktére zostato zidentyfikowane
jako autoantygen w przewleklej bialaczce szpikowej, jest silnie nadprodukowane w liniach komorek
nowotwordéw hematopoetycznych i nablonkowych. !

Jesli chodzi o gldwna podjednostke katalityczng ludzkiego egzosomu — biatko hDIS3 — jego
nadprodukcje zaobserwowano w ludzkich komorkach raka jelita grubego oraz w mysim modelu tego
nowotworu, gdzie podwyzszony poziom tego biatka jest dodatnio skorelowany z czestosciag
przerzutowania.®*®! Analiza profili ekspresji genéw ujawnila, ze ADIS3 jest jednym sposrod genow,
w przypadku ktérych utrata funkcji znaczaco obniza przezywalnos$é linii komorek raka jelita grubego.!®”!
Ponadto podwyzszony poziom mRNA hDIS3 zostat zdefiniowany jako jedna z cech charakterystycznych dla
nabtonkowego raka jajnika.'®® Na istotng role produktu genu ADIS3 w nowotworzeniu wskazuja rowniez
ostatnie badania z zakresu genomiki funkcjonalnej. Jest to migdzy innymi jeden z gendw, ktérego ekspresja
réznicuje czerniaka szerzacego si¢ powierzchniowo od czerniaka guzkowego.'”” Wysokoprzepustowe
sekwencjonowanie pozwolito rowniez stwierdzi¢ obecno$¢ mutacji w genie kodujagcym biatko hDIS3 (w tym
mutacji prowadzacej do zamiany $cisle zachowanej reszty kwasu asparaginowego w centrum aktywnym
domeny RNB, a wi¢c powodujacej bezposrednio utrate aktywnosci egzorybonukleolitycznej) w przypadku
rdzeniaka zarodkowego oraz ostrych biataczek szpikowych.”"”"! Ponadto wyniki przeprowadzonego
niedawno sekwencjonowania genoméw 38 pacjentow ze szpiczakiem mnogim (ang. multiple myeloma; MM)
ujawnity stosunkowo duza (~10%) czestos¢ mutacji genu ADIS3, z ktorych wszystkie lokowaty si¢ w obrgbie
sekwencji odpowiadajacej domenie RNB biatka, §cisle zwiazanej z aktywnoscia egzorybonukleolityczna.!”
Mutacje te miaty charakter homo- lub hemizygotyczny, a wysoka czgstos¢ ich wystgpowania u chorych na
MM zostata potwierdzona w innych analizach wysokoprzepustowych.!?"™ Wszystkie wspomniane przyktady
sugeruja istnienie molekularnego zwiazku pomigdzy funkcjami biatka hDIS3 i rozwojem nowotworow.
Wydaje si¢ réwniez, ze szczegdlng role w tym powigzaniu moze odgrywaé aktywno$¢
egzorybonukleolityczna tego biatka.
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Ze wzgledu na duza czestotliwo$¢ mutacji w genie 2DIS3 u chorych na MM wydaje si¢, ze mogg one by¢
zwigzane z patogenezg tego nowotworu, ktorej podtoze molekularne pozostaje w znacznym stopniu nieznane.
W zwigzku z tym postanowiliSmy przyjrze¢ si¢ blizej konsekwencjom tych mutacji dla ludzkich komorek,
a w szczegllnosci wplywowi, jakie wywieraja one na rozne aspekty metabolizmu RNA. Wyniki
przeprowadzonych przez nas analiz biochemicznych, genetycznych i funkcjonalnych zaprezentowane zostaty
w publikacji 4.B.vii."”®, ktorej bylem pierwszym autorem i rownorzednym autorem korespondujacym.

Jak juz wspomniano, wigkszo$¢ mutacji w genie 2DIS3 znalezionych u chorych na MM (S477R, V504G,
AS524P, G766R, R780K 1 1845V) dotyczyta zachowanych ewolucyjnie reszt aminokwasowych w domenie
RNB, co sugerowalo, ze moga one wplywaé na aktywno$é egzorybonukleolityczna enzymu.?! Dla
porownania zadna z mutacji nie lokalizowala si¢ w domenie PIN, catkowicie odpowiedzialnej za aktywno$¢
endorybonukleolityczng. Aby zbada¢ wplyw tych mutacji na aktywnos$¢ egzorybonukleolityczng hDIS3
oczysciliémy rekombinowane warianty biatka po nadprodukcji w E. coli, z wyjatkiem hDIS3*%** ktore
okazato si¢ nierozpuszczalne. Nastepnie wykonalem szereg oznaczen biochemicznych z wykorzystaniem
roznych substratow RNA w obecnosci kontroli, ktére stanowity biatka: hDIS3™" (posiadajace nienaruszona
domene RNB) i hDIS3™® MUT (z mutacja D487N, o ktdrej na podstawie wynikéw opisanych w publikacji
4.B.iv. wiedzieliSmy, ze catkowicie znosi aktywnos$¢ egzorybonukleolityczng hDIS3). Zauwazytem, ze o ile
potencjal degradacyjny wariantow hDIS3Y°**¢ i hDIS3"™*V byl praktycznie niezmieniony wzgledem
hDIS3VT, o tyle aktywno$¢ biatek hDIS3%*"’® hDIS397%® oraz hDIS3"™* byla znaczaco nizsza —
w przypadku tej ostatniej wersji efekt byl porownywalny do obserwowanego dla biatka hDIS3®N® MUT,
Bardziej precyzyjne analizy jakosciowe ujawnity, ze mutacja R780K skutkuje prawie catkowita inhibicja
degradacji jednoniciowych RNA, natomiast mutacje S477R 1 G766R powoduja nieco tagodniejsze defekty,
przejawiajace si¢ zmiang wzglednego poziomu koncowych produktéw degradacji o dlugosci 4 1 5
nukleotydéw. Ponadto w przypadku wariantu hDIS3%7*® dla jednego z substratow zaobserwowalem utrate
procesywnosci. Podczas badania degradacji substratoéw o czg$ciowej strukturze dwuniciowej stwierdzitem, ze
aktywno$¢ wariantow hDIS3%*"®  hDIS397® oraz hDIS3®"*% ylega silnemu obnizeniu w momencie
napotkania fragmentu dwuniciowego, chociaz w poréwnaniu z biatkiem hDIS3¥"® MUT degradacja tego typu
substratow nie byta catkowicie zahamowana. Wszystkie powyzsze wyniki silnie sugerowaty, ze substytucje
S477R, G766R 1 R780K powoduja znaczace zaburzenia aktywnos$ci egzorybonukleolitycznej biatka hDIS3,
podczas gdy mutacje V504G i1 I845V wywieraja nieco subtelniejsze skutki. Obserwowane sity fenotypow
poszczegblnych mutacji byly w duzej mierze zgodne z przewidywanym na podstawie analiz in silico,
dostepnych danych strukturalnych i wcze$niejszych doniesien literaturowych mozliwym znaczeniem
konkretnych aminokwaséw dla regulacji aktywnosci enzymatycznej domeny RNB.!®!

Poniewaz drozdze S. cerevisiae byly dotad najpowszechniej wykorzystywanym modelem do badania
funkcji Dis3, rozpoczeliSmy analizy funkcjonalne mutacji zwigzanych z MM poprzez skonstruowanie
szczepow drozdzy wyrazajacych rézne wersje endogennego DIS3 z rGwnowaznymi mutacjami (z wyjatkiem
odpowiednika substytucji aminokwasu 1845, ktory nie jest zachowany u S. cerevisiae) — dis3-G833R
(odpowiednik G766R u ludzi), dis3-R847K (R780K), dis3-V568G (V504G) oraz dis3-A588P (A524P). Na
podstawie przeprowadzonych testow wzrostowych stwierdziliSmy, ze szczepy dis3-G833R 1 dis3-R847K
wykazuja silny defekt wzrostowy nawet w temperaturze fizjologicznej. Pozostate dwa szczepy: dis3-V568G
oraz dis3-A588P rosty normalnie w 30°C, natomiast zaobserwowaliSmy efekt termowrazliwosci — wzrost
ulegal praktycznie catkowitemu zahamowaniu w podwyzszonej temperaturze. Stabszy fenotyp wzrostowy
odpowiednika mutacji V504G w poréwnaniu z odpowiednikami mutacji G766R 1 R780K byl zgodny
z wynikami testow biochemicznych.!”%

W toku wczesniejszych badan wykazali§my, ze mutacja DIS3 DS551N (odpowiednik D487N u ludzi),
znoszaca aktywnos¢ egzorybonukleolityczng biatka drozdzowego jest syntetycznie letalna z delecja RRP6 lub
jednoczesnym zablokowaniem aktywnosci endorybonukleolitycznej domeny PIN biatka Dis3.B**”! Dzicki
polaczeniu odpowiednich mutacji stwierdziliSmy, ze o ile substytucje G833R i R847K w drozdzowym Dis3 sg
rowniez syntetycznie letalne z inaktywacjg domeny PIN, o tyle w przypadku ich kombinacji z delecja RRP6
dochodzi jedynie do umiarkowanie synergicznego zahamowania wzrostu.!”®!

Jesli chodzi o fenotypy molekularne, wszystkie badane mutacje DIS3 powodowaty podobng akumulacje
typowych substratow egzosomu: 5’-ETS 1 7S rRNA (bez wptywu na poziom dojrzalego 5.8S rRNA).
W przypadku produktow posrednich degradacji tych transkryptéw oraz NEL025 CUT obserwowalismy, ze
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mutacje G833R 1 R847K powoduja nieco silniejszy wzrost ich poziomu w poréwnaniu z substytucjami
V568G 1 A588P, co bylo w pelni zgodne z wynikami testow biochemicznych i wzrostowych. Wyniki
uzyskane dla modelu drozdzowego sugeruja, ze zmiany reszt aminokwasowych w pozycjach biatka Dis3
analogicznych do tych, ktorych dotycza mutacje znajdowane u chorych na MM, wplywaja negatywnie na
wzrost S. cerevisiae poprzez upo$ledzenie zdolnos$ci egzosomu do egzorybonukleolitycznej degradacji
fizjologicznych substratow kompleksu.”®

U kregowcow, inaczej niz u drozdzy, fizjologiczna rola DIS3 i potencjalna redundancja jego funkcji
z innymi rybonukleazami zwigzanymi z egzosomem — RRP6 i1 DIS3L, nie zostata dotad dokladnie zbadana.
Dos$wiadczenia wykonane przez nas w trakcie realizacji badan do publikacji 4.B.iv. z wykorzystaniem
interferencji RNA w ludzkich komoérkach wykazaly, ze deplecja hDIS3 nie wywiera silnego wptywu na tempo
wzrostu komorek, a obserwowane fenotypy molekularne byly w tym przypadku stosunkowo tagodne.!
W celu oceny rzeczywistego znaczenia DIS3 dla fizjologii komorek kregowcoéw skonstruowaliSmy
warunkowy nokaut genu kodujacego to biatko w kurzych komorkach DT40, charakteryzujacych si¢ wysokim
poziomem rekombinacji homologicznej. Warunkowy charakter delecji zostat osiagniety dzigki integracji
konstruktow delecyjnych obejmujacych kasete wyrazajaca ¢cDNA dla hDIS3, otoczong miejscami loxP
1 wykorzystaniu pochodnej linii DT40 zdolnej do produkcji rekombinazy Cre pod wpltywem indukcji przy
pomocy 4-hydroksytamoksyfenu (4-HT). Po dwodch rundach integracji otrzymalismy linie, w ktorych
znaczaca czeS¢ genu DIS3 zostata usunigta, a kaseta zawierajaca cDNA dla hDIS3 ulegata ekspres;ji.
Zmodyfikowane w ten sposob linie hetero- i homozygotyczne z delecja DIS3 byty nastepnie traktowane
4-HT, ktory spowodowat wycigcie kaset wyrazajacych hDIS3 przy pomocy rekombinazy Cre. Proby selekcji
klonéw z wycietymi kasetami powiodly si¢ jedynie w przypadku nokautu DIS3 w linii heterozygotycznej, ale
nie homozygotycznej. Wyniki te wskazywaly, ze gen DIS3 jest niezbedny dla przezycia komorek linii DT40,
a jego funkcje nie moga zosta¢ zastapione przez biatka DIS3L i RRP6.!"®!

W kolejnych doswiadczeniach postanowiliSmy zbadaé¢ wpltyw mutacji w ~ADIS3 znajdowanych u chorych
na MM z wykorzystaniem odpowiedniego ludzkiego modelu komoérkowego. Najbardziej wtasciwym byloby
zastosowanie stabilnych linii komérkowych wyprowadzonych ze szpiczaka mnogiego, ktére wyrazatyby
zmutowane warianty hDIS3 analizowane w poprzednich eksperymentach, jednak zadna z komercyjnie
dostgpnych linii nie zawierata badanego genu z odpowiednig mutacja. W zwiagzku z tym skonstruowalismy
alternatywny model, ktory umozliwiatby zdefiniowanie wpltywu mutacji w ADIS3 na stan fizjologiczny
1 metabolizm RNA w ludzkich komdérkach. Nasz system eksperymentalny opierat si¢ na wykorzystaniu linii
komoérkowej HEK293 Flp-In T-REx (Invitrogen), do genomu ktorych integrowane byly konstrukty
wyrazajace rownoczesnie sh-miRNA wyciszajace ekspresje endogennego 2DIS3 (w potaczeniu z sekwencja
kodujaca eGFP) oraz rézne egzogenne wersje hDIS3 (WT, RNB MUT, G766R i R780K) ze znacznikiem
FLAG na C-koncu, pod kontrolg dwukierunkowego promotora indukowanego pochodnymi tetracykliny.
Wyniki analiz typu northern i PCR w czasie rzeczywistym dla probek RNA wyizolowanych ze
skonstruowanych linii komoérkowych hodowanych w nieobecnosci doksycykliny lub poddanych indukcji
pozwolily stwierdzi¢, ze produkcja zmutowanych wariantow hDIS3 prowadzi do akumulacji réznych
substratow egzosomu, nalezacych do rozmaitych klas, takich jak: wydluzony na koncu 3’ prekursor obrobki
5.8S rRNA (przy czym fenotyp ten nie powodowal zaburzen biogenezy rybosomdéw czy formowania
polisoméw 1 nie ulegat wzmocnieniu wskutek wyciszenia ekspresji ARRP6), transkrypty syntetyzowane przez
polimerazg III RNA — komponent RNowy RNazy P, 7SL RNA oraz r6zne dojrzate tRNA 1 ich prekursory,
a takze produkty transkrypcji polimerazy Il RNA — mRNA histonu H2A, U5 snRNA 1 niekodujace niestabilne
transkrypty PROMPT. Co istotne, efekty molekularne obserwowane w przypadku produkcji wariantow
hDIS3™™® MUT § hDIS3RK byly dla wickszosci substratdw egzosomu silniejsze niz dla wersji hDIS37%R |
Korelowato to doskonale z wykazanym w kolejnych do$wiadczeniach poziomem zahamowania wzrostu
i obnizenia aktywnosci metabolicznej w liniach komérkowych wyrazajacych odpowiednie wersje hDIS3.!"®!

W ostatniej fazie badan sprawdziliSmy, czy w ludzkich komdrkach, podobnie jak w modelu drozdzowym,
wystepuja syntetyczne interakcje pomiedzy zwigzanymi z MM mutacjami w domenie RNB a dysfunkcja
aktywnosci endorybonukleolitycznej domeny PIN biatka hDIS3. W tym celu skonstruowali§my linie
komorkowe analogiczne do opisanych powyzej, ktére wyrazaty warianty hDIS3 z dodatkowg mutacjg D146N,
znoszaca aktywno$¢ endorybonukleolityczng badanego biatka. Obecno$¢ samej mutacji D146N nie
powodowata zaburzenia wzrostu komorek, co sugerowalo, ze aktywnos$¢ endorybonukleolityczna nie ma
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istotnego znaczenia dla fizjologii komérek. W odrdznieniu, potagczenie mutacji w centrum aktywnym domeny
PIN z ktérgkolwiek z mutacji w domenie RNB silnie hamowalo wzrost komorek i obnizato ich aktywnos¢
metaboliczng. Co ciekawe, na poziomie molekularnym nie zaobserwowaliSmy synergicznego efektu
kombinacji tych mutacji w postaci zwigkszenia poziomu prekursora 5.8S rRNA — sugerowalo to, ze transkrypt
ten jest degradowany glownie przez aktywnos$¢ egzorybonukleolityczng biatka hDIS3. W przypadku
produkcji podwoéjnych mutantow hDIS3P! 6N PEIN g3 DI4ON GT66R § 1) [y [g 3PN RTEK 46 chodzito natomiast
do znacznie wigkszej akumulacji czasteczek RNA typu PROMPT i odpowiadajacych im transkryptow
kodujacych biatka, w poréwnaniu z liniami wyrazajacymi wersje hDIS3 z mutacjami tylko w obrgbie domeny
RNB - wskazywato to, ze degradacja tych substratow zalezy od wspdlpracy obydwu aktywnosci
nukleolitycznych biatka hDIS3.!®!

Sekwencja zdarzen taczacych zniesienie aktywnosci egzorybonukleolitycznej 1 wynikajacej z tego utraty
zdolno$ci do wydajnej degradacji fizjologicznych substratow egzosomu z obnizong przezywalno$cig komorek
wymaga dalszego wyjasnienia. Obserwowane efekty fenotypowe moga wydawac si¢ sprzeczne z intuicja
w konteks$cie patogenezy MM oraz innych typow nowotwordéw. Nalezy jednak bra¢ pod uwage mozliwos$¢, ze
zaburzenia funkcji enzymatycznej domeny RNB bialka hDIS3 moga prowadzi¢ do transformacji
nowotworowej jedynie w tle genetycznym specyficznym dla okreslonego typu komorek, ktore moze réznié
si¢ od tego, ktore wystepuje w stosowanej z koniecznosci w naszych badaniach linii HEK293 Flp-In T-REx.
Oczywiste wydaje si¢, ze wyjasnienie bezposredniego udziatu hDIS3 w onkogenezie wymaga stworzenia
rzeczywistego komorkowego modelu fizjologicznego MM z mutacjami genu 2DIS3 zaburzajacymi aktywnosé
egzonukleazy. Mimo to nie ulega jednak zadnej watpliwos$ci, ze stwierdzona przez nas syntetyczna interakcja
pomiedzy zwigzanymi z MM mutacjami w domenie RNB oraz dysfunkcja domeny PIN sugeruje mozliwo$¢
wykorzystania tej ostatniej jako celu dla leku w terapiach nowotworéw wynikajacych z zaburzenia
aktywnos$ci egzonukleolitycznej biatka hDIS3. Zjawisko syntetycznej letalnosci stalo si¢ ostatnio jedng
z najbardziej obiecujacych strategii rozwoju terapii przeciwnowotworowych, jako ze umozliwia ona
stosunkowo specyficzne oddzialywanie na komorki nowotworu, przy jednoczes$nie niskim wpltywie na
komorki, ktore nie ulegly transformacji nowotworowe;j.””! Przyktadowo komorki raka piersi z mutacjami
w genach BRCAI 1 BRCA2 sa wrazliwe na inhibicj¢ aktywnos$ci polimerazy polilADP-rybozy] (PARP1),
podczas gdy obnizenie aktywno$ci tego enzymu nie ma znaczgcego wpltywu na przezycie 1 proliferacje
normalnych komorek z niezmienionymi genami BRCA."®™! Zwiazki wiodace oparte na inhibitorach PARP1
sa obecnie analizowane w zaawansowanej fazie badan klinicznych.® Ewentualna mozliwo$¢ wykorzystania
syntetycznej letalno$ci mutacji w domenach RNB i PIN biatka hDIS3 moglaby by¢ szczegdlnie wartosciowa
w przypadku MM — choroby nowotworowej, ktora pozostaje nieuleczalna. Struktura domeny PIN biatka DIS3
zostala rozwigzana 1 opracowano oznaczenia biochemiczne stuzace do analizy jej aktywnosci
endorybonukleolitycznej; powinno to utatwi¢ identyfikacj¢ inhibitorow domeny PIN w oparciu o klasyczng
chemi¢ medyczng lub wirtualne poszukiwanie zwiazkéw wiodacych.

Wigkszos¢ naszych odkry¢ zaprezentowanych w publikacji 4.B.vii.' ™ stata si¢ uprzednio przedmiotem
zgloszenia patentowego. Na podstawie dodatkowych eksperymentéw przedstawionych w zgloszeniu
zaproponowalismy rowniez, ze potencjalnym kandydatem na inhibitor aktywno$ci endonukleolityczne;j
domeny PIN moze by¢é pochodna zwigzku 2-hydroksy-(4H)-isochinolino-1,3-dion (ACILAHYL).
W przypadku zidentyfikowania zwigzku wydajnie hamujacego aktywnos$¢ endonukleazy planujemy
rozpoczecie procedur wdrozeniowych we wspolpracy z polska firma OncoArendi Therapeutics Sp. z o.0.

[76]
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Omowienie pozostalych osiagnie¢ naukowo-badawczych

Moje zainteresowania naukowe koncentrowaly si¢ juz od okresu studidéw magisterskich na réznych
aspektach regulacji ekspresji genéw u organizmow eukariotycznych.

Glownym zamierzeniem projektu mojej pracy magisterskiej, realizowanej pod kierunkiem prof. dr hab.
Piotra Weglenskiego, bylo potwierdzenie in vivo roli okreslonych sekwencji w promotorze genu otaA
kodujacego transaminaze ornitynowa, zwigzanego z katabolizmem argininy u Aspergillus nidulans, dla
funkcjonowania biatkka ARCA — specyficznego aktywatora transkrypcji zawierajacego palec cynkowy typu
Zn,Cysg. W tym celu skonstruowatem 1 wykonalem analiz¢ enzymatyczng szczepow A. nidulans
posiadajacych delecje w regionie promotorowym tego genu przy rownoczesnej obecnosci mutacji arcA47,
zmieniajgce] biatko ARCA w superaktywator niewymagajacy argininy do stymulowania transkrypcji genu
otaA. Wczesniejsza analiza mutacyjna promotorow obu gendw, ktorych produkty biatkowe uczestnicza
w katabolizmie argininy (agaAd, kodujacego arginaze i ofad) pozwolita na zidentyfikowanie w ich obrgbie
sekwencji zwigzanych z regulacjg ekspresji zalezng od argininy. Obszar ten moze stanowi¢ jednocze$nie
potencjalne miejsce wigzania aktywatora ARCA, ktorego przypuszczalnym koinduktorem jest arginina.
Poparciem dla tej hipotezy bylo wykazanie podobienstwa homologicznych regionéw AnUAS,, genu ofaA
oraz ABS genu agad do sekwencji regulatorowych obecnych w promotorach gendéw kodujacych arginaze
(CARI) 1 transaminaze ornitynowa (CAR2) u S. cerevisiae, podlegajacych regulacji za posrednictwem
kompleksu biatkowego, ktorego jedna ze sktadowych stanowi biatko nalezace do rodziny Zn,Cyss. Wykonane
przeze mnie analizy fenotypowe i molekularne oraz wyniki oznaczen biochemicznych aktywnosci arginazy
1 transaminazy ornitynowej w szczepach z delecjami w obrebie regionu AnUAS,,, genu otad, w ktorych
dochodzito do produkcji superaktywatora ARCA%47 dostarczyly jednoznacznego poparcia dla hipotezy
mowigcej o istotnym znaczeniu badanego fragmentu promotora dla prawidlowego funkcjonowania biatka
ARCA in vivo. Opracowane wyniki zostalty wtaczone do pracy oryginalnej 7.A.Li., opublikowanej w roku
2003.

W roku 2002 zostalem laureatem konkursu na stypendium doktoranckie w Studium Medycyny
Molekularnej przy Akademii Medycznej w Warszawie 1 rozpoczalem studia doktoranckie na Wydziale
Biologii pod kierunkiem prof. dr hab. Piotra P. Stepnia, wlaczajac si¢ w badania dotyczace
posttranskrypcyjnej regulacji ekspresji genow w mitochondriach. W roku 2004 ukazata si¢ praca przegladowa
7.A.Lii., ktorej bylem wspotautorem. Podsumowalismy tam oOwczesny stan wiedzy na temat regulacji
metabolizmu mitochondrialnego RNA w komorkach drozdzy S. cerevisiae i cztowieka. Skoncentrowalismy
sie¢ na szczegotach réznigecych systemy posttranskrypeyjnej regulacji ekspresji w mitochondriach tych dwoch
odlegtych ewolucyjnie gatunkéw eukariontow. Podkreslilismy rowniez mozliwe powigzania pomigdzy
metabolizmem mitochondrialnego RNA a starzeniem komorkowym 1 programowang $mierciag komorki.
Koncowym wnioskiem naszych rozwazan byto stwierdzenie potrzeby identyfikacji genow jadrowych, ktorych
produkty biatkowe uczestnicza w regulacji ekspresji gendw w ludzkich mitochondriach.

Projekt realizowanej przez mnie rozprawy doktorskiej stanowil czg¢sciowa probe sprostania temu
wyzwaniu, gdyz dotyczyt identyfikacji ludzkiej mitochondrialnej polimerazy poli(A), a takze wyjasnienia
fizjologicznej funkcji poliadenylacji w mitochondriach cztowieka. Wiedza na temat regulacji ekspresji genéw
w ludzkich mitochondriach w momencie, kiedy rozpoczynalem badania w ramach projektu pracy doktorskiej,
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byla bardzo ograniczona. Wiadomo bylo, ze w procesach tych istotng role odgrywa prawdopodobnie
w szczegllnosci regulacja stabilnosci pierwotnych transkryptow. Poliadenylacja to zjawisko szeroko
rozpowszechnione w §wiecie organizméw zywych, zwigzane z degradacja RNA we wszystkich znanych
systemach biologicznych. Funkcja poliadenylacji moze by¢ odmienna w zaleznos$ci od grupy organizméw czy
nawet przedzialu komoérkowego, w ktorym proces ten zachodzi. Synteza ogondéw poli(A) na koncach 3’
w jadrze komoérkowym eukariontéw moze prowadzi¢ do zwigkszenia lub zmniejszenia stabilnos$ci
transkryptow, zaleznie od typu enzymu katalizujacego reakcj¢. Poliadenylacja mRNA w cytoplazmie
zwigksza ich stabilno$¢ i stymuluje translacje. W przypadku prokariontéw, chloroplastow oraz mitochondriéw
ros$linnych poliadenylowane RNA s3 natomiast kierowane na $ciezke egzonukleolitycznej degradacji.

Obecnos¢ ogondw poli(A) na koncach 3’ ludzkich transkryptéw mitochondrialnych zostala odkryta we
wczesnych latach 70., jednak rzetelne zbadanie rzeczywistego wpltywu poliadenylacji na metabolizm
mitochodrialnych mRNA bylo w duzej mierze utrudnione ze wzglgdu na nieznajomo$¢ enzymu,
odpowiedzialnego za przeprowadzanie tego procesu. Dokladne badanie sekwencji ogondéw poli(A)
usytuowanych na koncach 3’ réznych transkryptéw mitochondrialnych przeprowadzone w poczatkowym
etapie moich studiéw doktoranckich ujawnilo, ze skladajg si¢ one prawie wylacznie z nukleotydow
adeninowych. Sugerowalo to, ze za ich syntez¢ odpowiada polimeraza poli(A), a nie inny enzym (na przyktad
hPNPaza, ktéra znacznie czgsciej powoduje wilaczanie innych nukleotydéw, tworzac ogony
heteropolimerowe). Nastgpnie zidentyfikowatem biatko nalezace do odkrytej wowczas nowej rodziny
polimeraz poli(A), ktore moglo by¢ potencjalnym kandydatem na polimerazg poli(A) w mitochondriach
cztowieka. Posiadato ono wykrywang z duzym prawdopodobienstwem przez roézne algorytmy N-koficowa
sekwencje sygnatowa kierujaca do przedziatu mitochondrialnego, a takze domene¢ nukleotydylotransferazy
oraz dwie domeny zwigzane z aktywnoscig polimerazy poli(A).

Wykazatem, ze gen kodujacy przypuszczalng ludzkg mitochondrialng polimeraze poli(A) (hmtPAP) jest
wyrazany we wszystkich tkankach poddanych analizie, przy czym poziom jego ekspresji byt najwyzszy
w tkankach o duzych zapotrzebowaniach energetycznych: sercu, moézgu i mi¢$niach szkieletowych. Nastepnie
w celu potwierdzenia, ze hmtPAP lokalizuje si¢ w mitochondriach, przeprowadzitem eksperyment
immunocytochemiczny na komorkach dwdch ssaczych linii komérkowych: matpiej Cos-1 i ludzkiej HelLa,
transfekowanych konstruktem kodujacym fuzje hmtPAP z epitopem c-myc na C-koncu. Analiza
mikroskopowa ujawnila, Zze pozycja nadeksprymowanego bialka fuzyjnego pokrywala si¢ niemal idealnie
z sygnatem pochodzacym od odczynnika MitoTracker CMX-Ros, specyficznie barwigcego mitochondria.
Umozliwito to stwierdzenie, ze hmtPAP rzeczywiscie lokalizuje si¢ w przedziale mitochondrialnym.

Dalsza cze¢s¢ badan wykonatem w duzej mierze we wspOtpracy z laboratorium prof. Roberta
N. Lightowlersa na Uniwersytecie w Newcastle upon Tyne w Wielkiej Brytanii w ramach stypendium FEBS.
Aby zbada¢ funkcje hmtPAP in vivo, wykorzystalem technike interferencji RNA. Stwierdzitem, ze wyciszenie
ekspresji hmtPAP za posrednictwem czasteczek siRNA prowadzito do znacznego zmniejszenia dlugosci
mitochondrialnych mRNA, a analiza sekwencji koncow 3’ tych transkryptow jednoznacznie dowiodta, ze
efekt ten wynika ze skrocenia ich ogondow poli(A). Tym samym wykazatem, ze hmtPAP jest odpowiedzialna
za proces poliadenylacji w ludzkich mitochondriach.

Zaobserwowalem takze, ze zahamowanie funkcji hmtPAP w komoérce powoduje roéznokierunkowe
zmiany w poziomie wypadkowym niektérych ludzkich transkryptow mitochondrialnych. Wydawato si¢ to
potwierdza¢, ze poliadenylacja ma istotne znaczenie z punktu widzenia regulacji metabolizmu RNA w tym
przedziale komérkowym, jednak nie mozna byto na tej podstawie okresli¢, czy obecno$¢ ogonow poli(A)
stabilizuje mRNA, czy tez przeciwnie — kieruje je na $ciezke rybonukleolitycznej degradacji. Badania nad
tempem degradacji oligoadenylowanych i poliadenylowanych transkryptow réwniez nie dostarczyty
jednoznacznych wynikow — zauwazono wprawdzie, ze czasteczki mRNA obdarzone krotkim ogonem
oligo(A) zanikajg szybciej niz transkrypty posiadajace ogon poli(A), jednak moze to by¢ wynikiem nie tylko
ich zwigkszonej degradacji, ale rowniez readenylacji ogonow oligo(A) az do momentu przywrocenia petnej
dhugosci ogona poli(A). Warto podkresli¢, ze mimo licznych prob zdefiniowania wptywu poliadenylacji na
stabilno$¢ transkryptow w ludzkich mitochondriach, rzeczywiste znaczenie tego procesu dla regulacji
ekspresji genow w mitochondriach pozostaje do chwili obecnej niewyjasnione.
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Podjalem rowniez probe oczyszczenia potencjalnych biatek oddziatujacych z hmtPAP przy
zastosowaniu tandemowej chromatografii powinowactwa. Udalo mi si¢ stwierdzi¢, ze badane biatko moze
funkcjonowa¢ w mitochondriach w formie homopolimeru.

Wiegkszos¢ opisanych powyzej wynikoOw zostala przedstawiona w pracach 7.A.Liii. oraz 7.A.Liv.
opublikowanych w 2004 i 2006 roku. Pierwsza z tych dwoéch publikacji zostala uhonorowana nagroda
Polskiego Towarzystwa Biochemicznego im. J.K. Parnasa oraz nagroda Polskiego Towarzystwa
Genetycznego I stopnia jako najlepsza praca wykonana w catosci w polskim laboratorium w 2004 roku.

W trakcie studiow doktoranckich bylem réwniez zaangazowany w projekty badawcze zwigzane
z innymi bialkami uczestniczagcymi w regulacji stabilno$ci ludzkich transkryptéow mitochondrialnych:
fosforolityczng egzorybonukleazg hPNPaza (ktora badatem gléwnie pod katem wiasciwosci biochemicznych
jako stypendysta FEBS podczas stazu w laboratorium prof. Gadiego Schustera w Izraelskim Instytucie
Technologii w Hajfie) oraz helikaza RNA/DNA hSUV3. Przyczynitem si¢ przede wszystkim do
przeanalizowania wplywu wyciszenia ekspresji genow kodujacych te biatka przy pomocy interferencji RNA
na metabolizm mitochondrialnych RNA. Wyniki swoich badan dotyczacych hPNPazy 1 hSUV3
prezentowatem na prestizowej konferencji EMBO w Szwajcarii w roku 2005.

Podczas analizy funkcji fizjologicznej hPNPazy pojawily si¢ doniesienia o korelacji pomigdzy
podwyzszonym poziomem mRNA hPNPazy a starzeniem komorkowym oraz zatrzymaniem wzrostu komoérek
czerniaka polaczonym z indukcja apoptozy w nastgpstwie ich traktowania przy pomocy interferonu p.
W przeprowadzonych przez nas doswiadczeniach potwierdziliSmy, ze interferon  powoduje zwickszenie
poziomu mRNA hPNPazy w liniach komérkowych czerniaka wyprowadzonych z guzéw przerzutowych od
pacjentéw. Niestety, nie bylo to skorelowane ze wzrostem poziomu biatka czy indukcja apoptozy w tych
komoérkach — wykluczato to praktycznie mozliwos¢ wykorzystania pomiar6w zmian poziomu mRNA
hPNPazy jako wskaznika potencjalu wrazliwosci komorek czerniaka na traktowanie interferonem f.
ZauwazyliSmy natomiast, ze indukcja ekspresji hPNPazy za pomocg interferonu B w kontrolnych liniach
komoérkowych Jurkat i HeLa powoduje skrocenie ogonow poli(A) na koncach 3’ mitochondrialnego
transkryptu  ND3. Dostarczylo to silnej sugestii przemawiajacej za udzialem hPNPazy w regulacji
metabolizmu mitochondrialnego RNA poprzez kontrolowanie dtugosci ogonoéw poli(A). Wyniki powyzszych
badan zostaly opublikowane w roku 2006 w pracy 7.A.Lv.

W roku 2007, tuz po obronie rozprawy doktorskiej, ktdra uzyskala wyroznienie Rady Wydzialu Biologii
UW, rozpoczatem prac¢ w nowo tworzonej grupie badawczej dra Andrzeja Dziembowskiego. W swojej
dziatalno$ci naukowo-badawczej skoncentrowatem si¢ na analizach biochemicznych i1 funkcjonalnych
kompleksu egzosomu u eukariontéw, co stanowito kontynuacj¢ badan zapoczatkowywanych przez mojego
opiekuna naukowego. Opublikowane w trakcie stazu podoktorskiego prace zwigzane z t3 tematyka stanowia
podstawe do ubiegania si¢ przeze mnie o stopien doktora habilitowanego 1 zostaly opisane szczegdtowo
w punkcie 4. niniejszego autoreferatu. Uczestniczylem rowniez w badaniach powigzanych z analiza
strukturalng eukariotycznego egzosomu. Owocem tych badan byta publikacja 7.A.ILvii., w ktorej] we
wspoOltpracy z laboratoriami prof. Eleny Conti (wowczas EMBL w Heidelbergu) i prof. Helen Saibil (Birkbeck
College w Londynie) rozwigzalismy struktury 10-skladnikowego egzosomu S. cerevisiae przy pomocy
mikroskopii elektronowej opartej o barwienie negatywowe (ang. negative staining) oraz kriomikroskopii
elektronowej. Warto wspomnie¢, ze w toku gromadzenia danych do tej pracy wykonatem do$wiadczenie,
ktére po raz pierwszy wykazato role domeny PIN jako fragmentu biatka Dis3 odpowiedzialnego za wigkszo$¢
interakcji z reszta rdzenia egzosomu. Skonstruowatem szczep drozdzy, w ktorym biatko Dis3 opatrzone
znacznikiem w postaci bialka A na C-koncu zawieralo sekwencje rozpoznawang przez proteaze C3
(PreScission) pomiedzy N-koncowa czescig obejmujaca domene PIN a reszta biatka. Nastgpnie kompleks
egzosomu zostal oczyszczony z wykorzystaniem chromatografii powinowactwa na ztozu IgG-sefaroza
1 poddany trawieniu proteaza C3, badz nie byl nig traktowany. Ostatecznie obydwie prébki rozdzielono na
kolumnie do saczenia molekularnego, po czym przeanalizowano zebrane frakcje w zelu SDS-PAGE. Okazato
sie, ze o ile w przypadku egzosomu niepoddanego trawieniu proteazg C3 pelnej dlugosci biatko Dis3
wspoOtmigruje z pozostalymi podjednostkami rdzenia kompleksu, o tyle odtrawienie domeny PIN przy
pomocy proteazy C3 powoduje oddysocjowanie rdzenia egzosomu od C-koncowego fragmentu Dis3. Wyniki
tego eksperymentu przedstawilem juz podczas konferencji RNA Society, ktora odbyta si¢ w Berlinie w lipcu
2008 roku, a wigc przed ukazaniem si¢ publikacji pochodzacych z innych laboratoriow, ktére opisywaty
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oddziatywanie biatka Dis3 z resztag rdzenia kompleksu za posrednictwem domeny PIN. Znalazly one
potwierdzenie w opublikowanych przez nas strukturach egzosomu. Ponadto rozwigzanie w analogiczny
sposob struktur kompleksu w obecnosci substratu RNA znakowanego przy pomocy zlota koloidalnego
dostarczylo silnego poparcia dla istnienia $ciezki doprowadzajacej substrat do centrum aktywnego domeny
RNB biatka Dis3, wiodacej przez centralny kanal pierscienia egzosomu. Wykazali$my rowniez, ze zachowane
ewolucyjnie zasadowe aminokwasy na powierzchni biatka Rrp4, wchodzacego w skiad trimerycznej
czapeczki na szczycie pierscienia, majg istotne znaczenie dla funkcjonowania egzosomu in vivo. Zagadnienia
te zostaly zbadane bardziej szczegdtowo i opublikowane w pracy 4.B.vi., stanowiace] cze$¢ osiggniecia
naukowego. Nasze odkrycia dotyczace zwigzku pomiedzy struktura egzosomu i regulacja jego aktywnosci
nukleolitycznych przedyskutowali§my w pracy przegladowej 7.A.ILviii., w kontek$cie dostgpnych wtedy
danych literaturowych dotyczacych tej problematyki.

W trakcie badan, ktére doprowadzity do zidentyfikowania aktywnos$ci endonukleolitycznej domeny PIN
biatka Dis3 zainteresowalem si¢ problematyka udziatu endorybonukleaz w réznych zjawiskach zwigzanych
z metabolizmem RNA u eukariontow. Efektem tego zainteresowania byta obszerna publikacja przegladowa
7.A.ILvi., opisujaca szczegdlowo funkcje eukariotycznych enzymoéw wykazujacych ten typ aktywnosci
nukleolitycznej. Pierwsza czg$¢ publikacji zostala poswiecona charakterystyce endorybonukleaz
uczestniczacych w ogdlnych zjawiskach zwigzanych z posttranskrypcyjng regulacja ekspresji gendéw, takich
jak jadrowa degradacja RNA (Dis3, Swtl — enzym bioracy udzial w kontroli jakosci RNA w jadrze
komoérkowym), cytoplazmatyczna kontrola jakosci RNA (Smg6 — endonukleaza stanowigca efektor w jednej
ze $ciezek NMD; Dom34 — enzym zaangazowany w procesy NGD i 18S NRD — ang. 18S nonfunctional
rRNA decay), obrobka réznych klas RNA (CPSF-73 — skfadnik jednego z komplekséw biorgcych udziat
w reakcji cigcia i1 poliadenylacji mRNA; XendoU — obrobka snoRNA; Nobl — ostatni etap dojrzewania 18S
rRNA), interferencja RNA (Dicer, Ago2, C3PO), rdzne etapy obrobki i degradacji RNA w chloroplastach
(RNaza E, RNaza J1, Csp41). W drugiej czgsci pracy skoncentrowatem si¢ na endorybonukleazach, ktore
ujawniaja swoja aktywnos¢ w specyficznych warunkach, zaleznych od typu komorek, okreslonych
segmentow sekwencji obecnych w substratach RNA, sygnatéw zewnetrznych lub w warunkach stresowych,
wptywajac tylko na pewne subpopulacje wewnatrzkomorkowej puli transkryptow. W osobnych
podrozdziatach opisalem mechanizmy dziatania, regulacji aktywnosci i1 funkcji takich biatek jak IRE-1
(enzymu dziatajacego w roéznych etapach szlaku UPR — ang. unfolded protein response), PMR1 (nukleazy
aktywujacej degradacje mRNA kodujacego albuming), Zc3hl2a (endonukleazy uczestniczacej w ochronie
przed chorobami uktadu immunologicznego), angiogeniny (cztonka rodziny biatek podobnych do RNazy A,
ktory indukuje degradacje tRNA w cytoplazmie w warunkach stresowych) i APE1 (enzymu uczestniczacego
w degradacji mRNA dla protoonkogenu c-MYC). Zwrdcitem takze uwage na istnienie enzymow o aktywnosci
endorybonukleolitycznej, ktore nie posiadaja domen homologicznych wzgledem znanych RNaz oraz na
zachodzenie na terenie komorki zdarzen endorybonukleolitycznych, w przypadku ktorych enzymy za nie
odpowiedzialne nie zostaly dotad zidentyfikowane. Publikacja 7.A.Il.vi. zostala uhonorowana nagroda Rady
Naukowej IBB PAN jako najlepsza praca przegladowa opublikowana w roku 2010.

Podczas badan ludzkich ortologow drozdzowego biatka Dis3 — hDIS3 1 hDIS3L — zauwazylismy, ze
w genomie czlowieka znajduje si¢ gen kodujacy trzecie biatko homologiczne wzgledem bakteryjnych RNaz
II/R, ktére nazwaliSmy hDIS3L2. Analizie jego funkcji zostaly poswigcone niezalezne badania, ktore
zaowocowaly opublikowaniem pracy 7.A.ILix. Cz¢$¢ projektu byta realizowana z wykorzystaniem $rodkow
finansowych przyznanych mi w ramach programu MNiSW ,,Iuventus Plus”. StwierdziliSmy, ze N-koncowy
fragment hDIS3L2 jest stabo zachowany ewolucyjnie i w odréznieniu od hDIS3 oraz hDIS3L nie zawiera
domeny PIN. Zgodnie z tg obserwacja w doswiadczeniach opartych na koimmunoprecypitacji wykazalismy,
ze hDIS3L2 nie oddzialuje z pierScieniem egzosomu. Eksperymenty przeprowadzone z wykorzystaniem
immunofluorescencji 1 technik mikroskopowych oraz frakcjonowania komoérek w polaczeniu z analizg
western-blot doprowadzity do stwierdzenia, ze biatko hDIS3L2 lokalizuje si¢ wylacznie na terenie
cytoplazmy. Wykonane w gldwnej mierze przeze mnie oznaczenia biochemiczne ujawnily, ze hDIS3L2
wykazuje procesywng aktywnos$¢ egzorybonukleolityczng w kierunku 3°-5°, $cisle zalezng od obecnosci
niezmienionego aminokwasu D391 w obrgbie domeny RNB, ktoéry jest niezbedny do koordynacji jonu
magnezu w centrum aktywnym tej domeny. Co ciekawe, dlugo$¢ produktow koncowych degradacji byta
nieco mniejsza niz w przypadku hDIS3 i hDIS3L (3 nt zamiast 4-5 nt). Jeszcze bardziej interesujaca
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obserwacja bylo stwierdzenie, ze aktywno$¢ egzorybonukleolityczna hDIS3L2 wzgledem substratow
o cze$ciowe] strukturze dwuniciowej jest mniej wrazliwa na dlugo$¢ jednoniciowego wydtuzenia na koncu 3’
jednej z nici — w odréznieniu od hDIS3 i hDIS3L, hDIS3L2 posiada nawet zdolno$¢ do prowadzenia stabej
degradacji ,,tepo” zakonczonych substratow dwuniciowych. Sugeruje to, ze miejsce aktywne domeny RNB
biatka hDIS3L2 moze by¢ zlokalizowane nieco ptycej w strukturze enzymu w poréwnaniu z hDIS3 1 hDIS3L.
Mozliwe rowniez, ze wydluzenie domeny CSD1 obecne w hDIS3L2 zwigksza jego zdolno$¢ do rozplatania
struktur drugorzedowych, prawdopodobnie wskutek odmiennej niz hDIS3 i hDIS3L organizacji przestrzennej
domen o typie zwinigcia OB. Warto takze doda¢, Ze z uwagi na nieobecno$¢ domeny PIN, biatko hDIS3L2
nie posiada aktywnos$ci endorybonukleolityczne;.

Wyniki analiz funkcjonalnych biatka hDIS3L2 in vivo $wiadczyly o tym, ze oddziatuje ono w sposob
zalezny od RNA z cytoplazmatyczng egzorybonukleazg 5°-3° hXRN1 oraz, podobnie jak hXRNI, jest obecne
na polisomach. Bylo to o tyle zaskakujace, ze dotad nie stwierdzano zwigzku pomiedzy aktywnosciag
egzorybonukleolityczng 3°-5° (z wyjatkiem deadenylaz) a procesem translacji. Wydaje si¢ zatem, ze
aktywnosci enzymatyczne bialek hXRN1 1 hDIS3L2, dziatajace w przeciwnych kierunkach, moga
wspotdziala¢ ze sobg w cytoplazmie podczas degradacji mRNA w trakcie translacji. Za og6lnym udziatem
hDIS3L2 w regulacji metabolizmu transkryptéw w cytoplazmie przemawiata rowniez obserwacja, ze deplecja
hDIS3L2 z wykorzystaniem interferencji RNA prowadzi do zwigkszenia liczby ciatek P (ang. P-bodies) —
cytoplazmatycznych struktur granularnych gromadzacych nadmiar mRNA nieulegajacych translacji. Fenotyp
ten nieco roznil si¢ od obserwowanego w przypadku zmniejszenia poziomu hXRNI, ktére powoduje raczej
zwigkszenie rozmiaru uprzednio istniejacych ciatek P bez zwigkszenia ich liczby. Wyciszenie ekspresji gendw
kodujacych oba te enzymy skutkowato synergicznym fenotypem, natomiast deplecja hDIS3L — glownej
podjednostki katalitycznej cytoplazmatycznej formy ludzkiego egzosomu — nie miata wplywu na rozmiar
i liczbe ciatek P, takze w przypadku jednoczesnego traktowania komodrek siRNA specyficznymi wzgledem
hXRNI1. Analiza czasu poéltrwania reporterowego mRNA, zawierajacego sekwencje ARE w 3°-UTR
wykazala, ze deplecja hDIS3L2 powoduje zwickszenie stabilnosci tego transkryptu, co stanowilo pierwszy
bezposredni dowdd na udziat aktywnosci egzorybonukleolitycznej tego biatka w kontrolowaniu tempa
degradacji mRNA w cytoplazmie. Aby ustali¢ wzgledny udzial hXRN1, hDIS3L2 i hDIS3L w metabolizmie
cytoplazmatycznych RNA, wykonaliSmy globalne sekwencjonowanie probek RNA uzyskanych z komorek
poddanych interferencji RNA z wykorzystaniem specyficznych siRNA, stosowanych pojedynczo lub
w kombinacjach. Analiza otrzymanych wynikow, ktore zostaty czesciowo zweryfikowane przy pomocy PCR
w czasie rzeczywistym, umozliwila wyciagnigcie wniosku, ze kazda z tych trzech egzorybonukleaz posiada
pewne spektrum substratow, przy czym najwigksza cze$¢ wspolna istnieje pomi¢dzy pulami substratow dla
hDIS3L2 i hXRNI1, a hDIS3L w powigzaniu z pier§cieniem egzosomu wydaje si¢ odgrywaé najmniej
znaczacg role w regulacji poziomu mRNA w cytoplazmie, jesli chodzi o liczbe transkryptow, ktorych poziom
ulega zmianie wskutek jego deplec;ji.

Podsumowujac, nasze dane doprowadzily do opisania nowej $Sciezki degradacji cytoplazmatycznych
RNA w kierunku 3’-5°, niezaleznej od egzosomu, a kontrolowanej przez egzorybonukleaz¢ hDIS3L2.
Odkrycie to moze okazac si¢ szczegdlnie uzyteczne z punktu wyjasnienia mechanizmdow patogenezy zespotu
Perlmana i predyspozycji do guza Wilmsa — choroby, w przypadku ktorej stwierdzono mutacje w genie
hDIS3L2 mogace hamowac aktywnos$¢ enzymatyczng biatka. O duzym znaczeniu publikacji 7.A.ILix.
zawierajacej omowione wyzej wyniki $§wiadczy fakt po$wigcenia jej (oraz pracom o pokrewnej tematyce
pochodzacych z innych laboratoriow) komentarza w sekcji czasopisma EMBO Journal zatytutlowanej “Have
You seen...?” (2013; 32, 1799 — 1801; Imed E. Gallouzi i Jeffrey Wilusz: “A DIStinctively novel
exoribonuclease that really likes U”).

Badania prowadzone aktualnie i plany naukowe na przysziosé

¢ Globalna analiza substratow poszczegolnych podjednostek Kkatalitycznych ludzkiego egzosomu
z wykorzystaniem metod wysokoprzepustowych

W ramach kontynuacji projektu dotyczacego charakterystyki egzosomu H. sapiens zapoczatkowane

zostaly proby okreslenia spektrum substratow RNA dla poszczegolnych podjednostek katalitycznych

kompleksu. Badania te realizowane sg dwutorowo. Po pierwsze skonstruowane zostaly odpowiednie linie

23



dr Rafal Tomecki Autoreferat zalacznik nr 2

komorkowe dla bialek hDIS3, hDIS3L i hRRP6, analogiczne do opisanych w publikacji 4.B.vii., w ktorych
dochodzi do jednoczesnego wyciszenia ekspresji endogennego genu i produkcji egzogennych wariantow
danego biatka: dzikich lub z mutacjg katalityczng. Z linii tych zostal wyizolowany catkowity RNA, ktory
poddano procedurze wysokoprzepustowego sekwencjonowania (RNA-seq) — obecnie trwa analiza
bioinformatyczna uzyskanych wynikow. Powinna ona w niedlugim czasie pozwoli¢ na wytypowanie
transkryptow, ktorych poziom ulega zmianie w wyniku zniesienia okreslonej aktywnos$ci rybonukleolityczne;.
Drugie podejscie opiera si¢ na identyfikacji substratow RNA oddziatujacych bezposrednio z danym biatkiem.
Wykorzystujemy w tym celu technik¢ CLIP (amg. cross-linking and immunoprecipitation) — RNA s3
sieciowane z danym biatkiem in vivo przy pomocy promieniowania UV, a nastgpnie wykonywana jest
immunoprecypitacja. Czasteczki RNA zwigzane z bialkiem sg identyfikowane poprzez RNA-seq. Rowniez
w przypadku tej strategii skonstruowano odpowiednie linie komérkowe i wykonano kilka powtdrzen
biologicznych eksperymentow. W najbardziej zaawansowanym stadium sg analizy dotyczace hDIS3, ktorych
wyniki niedtugo powinny by¢ ztozone w formie publikacji do recenzji w prestizowym czasopi$mie.

e Charakterystyka biochemiczna, strukturalna i funkcjonalna roslinnego kompleksu egzosomu
z wykorzystaniem Arabidopsis thaliana jako organizmu modelowego
W roku 2012 Narodowe Centrum Nauki rozpoczgto finansowanie realizacji projektu dotyczacego
analizy egzosomu ro$linnego, w ktorym pelni¢ funkcje kierownika — grant ten zostal mi przyznany
w programie NCN ,,SONATA”. O ile egzosom zostal juz wzglgdnie dobrze scharakteryzowany w komorkach
drozdzy 1 czlowieka, o tyle niewiele wiadomo na temat jego funkcjonowania u roslin. Wyjasnienie
mechanizmu dziatania roslinnego egzosomu jest niezb¢dne dla zrozumienia molekularnych podstaw zjawisk
zwigzanych z metabolizmem RNA u tej waznej grupy organizmow eukariotycznych. Motywacja do podjecia
przeze mnie badan ro§linnego egzosomu byt rowniez fakt, ze moze on wykazywac wiele osobliwych cech,
ktérych nie obserwuje si¢ w przypadku badanych do tej pory kompleksow egzosomu u innych organizméw
modelowych.
Przede wszystkim mozliwe jest, ze pierScien ros§linnego egzosomu, w odrdznieniu od drozdzowego
1 ludzkiego odpowiednika, zachowal aktywnos$¢ fosforolityczng. Staram si¢ zweryfikowac te hipoteze,
prowadzac doktadne badania biochemiczne podjednostki AtRRP41, ktorej przypisywana jest powyzsza
aktywno$¢. Dotychczasowe do$wiadczenia zostaly wykonane bez uwzglednienia krytycznych kontroli
w postaci mutantow katalitycznych. Ponadto, co zaskakujace, nie wykazano dotad oddziatywania
hydrolitycznych nukleaz — homologéw Dis3 1 Rrp6 — z pier§cieniem roslinnego egzosomu. Mozliwe jest, ze
w S$wietle ewentualnego zachowania aktywnos$ci fosforolitycznej przez AtRRP41, sita interakcji migdzy
pierscieniem a hydrolazami ulegla istotnemu ostabieniu, co nalezy jednak wiarygodnie udokumentowac.
Aby to zrobi¢, wykonywane s3 rekonstrukcje roéznych wariantow egzosomu z rekombinowanych
podjednostek oraz dos§wiadczenia typu koimmunoprecypitacji z wykorzystaniem ro§linnych homologéw Dis3
i Rrp6 opatrzonych odpowiednimi znacznikami. Warto takze zauwazy¢, ze u A. thaliana obecny jest tylko
jeden homolog Dis3 (AtDIS3), natomiast az 3 bialka homologiczne wzgledem Rrp6 (AtRRP6L1-3) —
interesujace zatem byloby sprawdzenie, czy podobnie jak hDIS3 i hDIS3L w komdrkach ludzkich, biatka
AtRRP6L1-3 determinujg istnienie réznych form egzosomu w tej roslinie. Kolejnym zagadnieniem
wymagajacym szczegotowej analizy sg wlasciwosci biochemiczne biatek AtDIS3 i AtRRP6L1-3, ktdére nie
zostalty do chwili obecnej okreslone. W szczegodlno$ci potencjalne zréznicowanie aktywno$ci biatek
AtRRP6L1-3 moze wplywaé na istnienie odmiennych funkcji poszczegélnych form egzosomu A. thaliana.
Biorac pod uwage prawdopodobng mozliwos¢ wspoétistnienia w obrebie egzosomu A. thaliana az 4 roznych
aktywnosci nukleolitycznych (fosforolitycznej egzorybonukleazy, dystrybutywnej egzorybonukleazy
hydrolitycznej, procesywnej egzorybonukleazy hydrolitycznej oraz endorybonukleazy), niezbedne jest
poréwnanie wlasciwosci biochemicznych pojedynczych biatek i zrekonstruowanych kompleksow; umozliwi
to zaproponowanie mechanizmu wspotdziatania poszczegolnych podjednostek katalitycznych w degradacji
r6éznego rodzaju substratow RNA. Dostepne dane z analiz fenotypowych i molekularnych sugerujg istnienie
pewnej specjalizacji funkcjonalnej podjednostek egzosomu A. thaliana. Wykonane dotad badania obejmowaty
jednak wylacznie mutanty insercyjne oraz rosliny, w ktorych poziom ekspresji poszczegolnych podjednostek
obnizano przy pomocy interferencji RNA. Takie podejscia nie pozwalajg odrozni¢ efektow wynikajacych
z zaburzenia struktury kompleksu od skutkéw uposledzenia poszczegodlnych aktywnosci enzymatycznych.
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Jednym z zamierzen projektu jest nisko- oraz wysokoprzepustowa analiza fenotypéw molekularnych
w roslinach z mutacjami w centrach aktywnych potencjalnych podjednostek katalitycznych, co pozwoli na
okreslenie spektrum substratéw dla poszczegélnych nukleaz funkcjonujacych w obrgbie egzosomu
A. thaliana. Odpowiednie linie ro$lin zostaty juz skonstruowane. Realizacja projektu bedzie trwata do konca
roku 2016.

e Nowe enzymy do analiz RNA w skali calego transkryptomu i ich wykorzystanie do badania
molekularnego mechanizmu antynowotworowego dzialania S-fluorouracylu

Kolejny prestizowy grant, ktorego realizacja aktualnie kieruj¢, zostat mi przyznany w roku 2012 przez
Narodowe Centrum Badan i Rozwoju w ramach III edycji programu ,,LIDER”.

Pierwszym celem proponowanych badan jest produkcja enzyméw, ktore beda mogly znalezé
zastosowanie podczas wielu analiz RNA wykonywanych metodami biologii molekularnej.Uzytecznos$¢ tych
enzymOw zostanie zweryfikowana w toku realizacji drugiego celu niniejszego projektu, ktérym jest
zrozumienie globalnych zmian w metabolizmie RNA, wywotywanych przez antymetabolit o dziataniu
antyproliferacyjnym i przeciwnowotworowym — 5-fluorouracyl (5-FU) — w kontekscie mutacji
podjednostek katalitycznych ludzkiego kompleksu egzosomu. Zwigzek pomiedzy antyproliferacyjnymi
wlasciwos$ciami 5-FU a regulacjag metabolizmu RNA przez kompleks ludzkiego egzosomu nie zostal
doktadnie poznany. Dotychczasowe badania byly bowiem prowadzone gléwnie na modelu S. cerevisiae i
koncentrowaly si¢ na analizie obrobki rybosomalnego RNA, jako najliczniejszej klasy transkryptéow w
komorkach eukariotycznych. Z kolei w przypadku doswiadczen wykonanych z
wykorzystaniem komorek ludzkich stwierdzono, ze 5-fluorouracyl moze wplywa¢ na aktywnos¢
dystrybutywnej egzonukleazy 3’-5° hRRP6, podobnie jak ma to miejsce u drozdzy, ale doswiadczenia te
zostaly przeprowadzone zanim odkryliSmy, ze gléwnymi podjednostkami katalitycznymi egzosomu
w komorkach cztowieka sg najprawdopodobniej biatka hDIS3 oraz hDIS3L. Z tych wzgledow planuje
przeprowadzi¢ szeroko zakrojone badania zmian metabolizmu RNA w komérkach z zaburzonymi funkcjami
enzymatycznymi podjednostek ludzkiego egzosomu, poddanych dziataniu 5-FU, z wykorzystaniem
wysokoprzepustowego sekwencjonowania. Ustalenie zmian iloS§ciowych 1 jakosciowych zachodzacych na
poziomie catego transkryptomu pomoze wytypowaé nowe biomarkery RNA, ktére potencjalnie beda
wykorzystywane do prognozowania szans powodzenia terapii antynowotworowe] prowadzonej
z zastosowaniem 5-FU, a takze w badaniach laboratoryjnych na liniach komorkowych, ktore maja na celu
zwigkszenie skutecznosci dziatania tego leku.

Podczas planowania eksperymentdw, ktoére majg prowadzi¢ do realizacji powyzszego celu, zauwazylem
konieczno$¢ opracowania metod nadprodukcji i oczyszczania kilku enzyméw (egzonukleazy 5°-3 Xrnl,
enzymu usuwajacego czapeczke, enzymu dodajacego ogony policytozynowe na koncu 3’ RNA,
termostabilnej ligazy RNA), ktore moga sta¢ si¢ powszechnie wykorzystywanymi narzedziami w wielu
doswiadczeniach poswigconych badaniu metabolizmu RNA, a zatem moga zostaé potencjalnie
skomercjalizowane przez firme biotechnologiczna zajmujaca si¢ produkcja oraz dystrybucja enzymow
stosowanych w biologii molekularne;j.

Omowienie postepdw prac w projekcie, ktory zostanie zakonczony w roku 2015, oraz doktadniejsze
informacje na temat merytorycznych przestanek przemawiajacych za jego realizacja przedstawiono na stronie
internetowej: http://adz.ibb.waw.pl/lider-tomecki/.

¢ Identyfikacja endorybonukleaz uczestniczacych w obrobce rybosomalnego RNA w komodrkach
ludzkich
Powstawanie dojrzalych rybosomalnych RNA 18S, 5.8S oraz 25/28S w komoérkach eukariotycznych jest
uzaleznione od prawidtowej obrobki dlugiego prekursora, syntetyzowanego przez polimerazg I RNA.
Obrobka ta obejmuje usuniecie fragmentéw otaczajacych (ang. ETS — external transcribed sequences) oraz
rozdzielajacych (ang. ITS — internal transcribed sequences) dojrzate rRNA. Proces obrobki pre-rRNA
przebiega wieloetapowo, z wykorzystaniem alternatywnych $ciezek i zalezy migdzy innymi od dziatalno$ci
licznych endorybonukleaz. W trakcie pisania pracy przegladowej 7.A.ILvi. zwrocitem uwage na fakt, ze
nawet w przypadku drozdzy S. cerevisiae, ktore sa podstawowym modelem stuzacym do badania obréobki pre-
rRNA, nie wszystkie enzymy uczestniczace w tej Sciezce metabolizmu RNA zostaly zidentyfikowane. Dla
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komoérek ludzkich nasza wiedza dotyczaca dojrzewania rRNA jest jeszcze bardziej fragmentaryczna.
Wiadomo na przyklad, ze ze wzgledu na wigksza dtugos¢ fragmentow ETS 1 ITS, w pordéwnaniu
z drozdzowym pre-rRNA wystepuja dodatkowe miejsca cigcia. Ponadto wydaje si¢, ze egzosom petni nieco
inne funkcje w dojrzewaniu poszczegolnych rRNA w komorkach ludzkich niz u drozdzy. Wskazuje to, ze
odkrycia dotyczace obrobki pre-rRNA u S. cerevisiae nie moga by¢ we wszystkich sytuacjach ekstrapolowane
na przebieg tego procesu w komorkach cztowieka. Moje wlasne nieopublikowane dane wskazuja, ze homolog
jednego z biatek potencjalnie uczestniczacych w endonukleolitycznej obrobce w miejscach Ay, A; 1 A;
u drozdzy, nie bierze udzialu w cigciu sekwencji ludzkiego prekursora rRNA, ktore bytyby réwnowazne tym
miejscom. Obecnie prowadze¢ intensywne badania dotyczace funkcji tego biatka w komodrkach ludzkich.
W najblizszym czasie planuje rowniez rozpoczgcie analiz potencjalnych endorybonukleaz nalezacych do
réznych rodzin, w celu stwierdzenia czy i ktore z nich uczestnicza w obrébcee 47S pre-rRNA u H. sapiens.

6. Wykaz publikacji stanowigcych osiggniecie naukowe, o ktorym mowa w art. 16 ust. 2, ze
szczegotlowym omowieniem indywidualnego wkladu wnioskodawcy

i. Lorentzen E., Basquin J., Tomecki R., Dziembowski A. i Conti E. (2008) Structure of the active subunit
of the yeast exosome core, Rrp44: diverse modes of substrate recruitment in the RNase II nuclease
family. Molecular Cell 29, 717 — 728.

MOoj wktad w powstanie tej pracy polegatl na:

% zaplanowaniu oznaczen biochemicznych aktywnosci egzorybonukleolitycznej roznych wersji biatka
Dis3 oraz kompleksu egzosomu S. cerevisiae;

% wykonaniu doswiadczen polegajgcych na:

1) oczyszczeniu zrekombinowanych wersji biatka Dis3 po nadprodukcji heterologicznej w bakteriach
oraz uzyskaniu natywnych preparatow egzosomu z drozdzy,

2) przygotowaniu roznego rodzaju substratow RNA;

3) analizie aktywnosci egzorybonukleolitycznej otrzymanych biatek i kompleksow, badaniu rozplatania
dwuniciowych RNA oraz powinowactwa biatek do substratow RNA i DNA,
ktorych wyniki przedstawiono na rycinie 1 oraz na rycinach uzupetniajqcych S1-S4;

% interpretacji wynikow wykonanych doswiadczen;

** napisaniu wstgpnej wersji czesci Wynikow, Materiatow i Metod oraz Suplementu, dotyczqcych

przeprowadzonych przeze mnie badan,
* wykonaniu ryciny 1 oraz rycin uzupetniajqcych S1, S2, S34,B i S4 wraz z legendami.
Moj udzial szacuje na 15%.

ii. Lebreton A.*, Tomecki R.*, Dziembowski A. i Séraphin B. (2008) Endonucleolytic RNA cleavage by
a eukaryotic exosome. Nature 456, 993 — 997; * — rownorzedni autorzy.
Moj wktad w powstanie tej pracy polegat na:
*» zaplanowaniu  oznaczen  biochemicznych,  ktorych celem  bylo  wykazanie  aktywnosci
endorybonukleolitycznej N-terminalnej domeny PIN biatka Dis3 S. cerevisiae;
** wykonaniu doswiadczen polegajgcych na:
1) przygotowaniu konstruktow plazmidowych do nadprodukcji heterologicznej roznych wersji biatka
Dis3 S. cerevisiae oraz N-konicowej domeny PIN tego biatka;
2) oczyszczeniu zrekombinowanych wersji biatka Dis3 peinej diugosci oraz domeny PIN tego biatka
po nadprodukcji heterologicznej w bakteriach;
3) przygotowaniu roznego rodzaju substratow RNA;
4) analizie aktywnosci nukleolitycznych otrzymanych biatek,
ktorych wyniki przedstawiono na rycinach 1 i 3C oraz na rycinach uzupetniajgcych S1-S5;
interpretacji wynikow doswiadczen,
napisaniu znaczgcej czgsci manuskryptu oraz Suplementu;
wykonaniu rycin 1 i 3C oraz rycin uzupetniajqcych S1-S5 wraz z legendami,
udziale w przygotowaniu odpowiedzi na uwagi recenzentow;
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iii.

iv.

% kierowaniu grantem BW na Wydziale Biologii UW nr 1755/60, w ramach ktorego mozliwe byto
wykonanie czesci badan.
MoJj udzial szacuje na 30%.

Tomecki R., Drazkowska K. i Dziembowski A. (2010) Mechanisms of RNA degradation by the
eukaryotic exosome. Chembiochem 11, 938 — 945.
Moj wktad w powstanie tej pracy przeglgdowej polegal na:

% zebraniu materialow literaturowych;
¥ zaplanowaniu i napisaniu przewazajqcej czesci manuskryptu;
wykonaniu rycin 2-4;
udziale w przygotowaniu odpowiedzi na uwagi recenzentow.
Modj udzial szacuje na 85%.

RS

X/ X/
L X EIR X 4

Tomecki R., Kristiansen M.S., Lykke-Andersen S., Chlebowski A., Larsen K.M., Szczesny R.J.,
Drazkowska K., Pastula A., Andersen J.S., Stepien P.P., Dziembowski A. i Jensen T.H. (2010) The
human core exosome interacts with differentially localized processive RNases: hDIS3 and hDIS3L.
EMBO Journal 29, 2342 — 2357.
Moj wkiad w powstanie tej pracy polegal na:
¢ zaplanowaniu znaczqcej czesci doswiadczen;
% udziale w kierowaniu doswiadczeniami wykonywanymi w naszym laboratorium,
*» udziale w koordynacji wspotpracy z partnerami zagranicznymi,
% wykonaniu doswiadczen polegajgcych na:
1) analizie ekspresji hDIS3 i hDIS3L po komplementacji w szczepie drozdzy S. cerevisiae z deplecjg
endogennego DIS3, z zastosowaniem technik northern-blot i western-blot;
2) przygotowaniu wigkszosci konstruktow plazmidowych;
3) oczyszczeniu zrekombinowanych wersji biatek hDIS3 i hDIS3L pelnej dlugosci oraz
poszczegolnych domen tego biatka po nadprodukcji heterologicznej w bakteriach;
4) wyprowadzeniu czesci stabilnych linii komorkowych nadprodukujgcych rozne wersje biatek hDIS3
i hDIS3L,
5) oczyszczeniu biatek hDIS3 i hDIS3L z powyzszych linii komorkowych;
6) przygotowaniu roznego rodzaju substratow RNA,
7) analizie aktywnosci nukleolitycznych biatek rekombinowanych i natywnych,
ktorych wyniki przedstawiono na rycinach 2B,C, 6, 7 oraz na rycinach uzupetniajgcych S6-S10;
& interpretacji wynikow doswiadczen;
*® napisaniu przewazajgcej czesci manuskryptu oraz Suplementu;
wykonaniu rycin 1, 2, 6, 7 oraz rycin uzupetniajgcych SIA, S2, S3, S6-SI11 i wspotudziale
w wykonaniu pozostatych rycin,
udziale w przygotowaniu odpowiedzi na uwagi recenzentow,
kierowaniu projektem badawczym MNiSW nr N N301 250836, w ramach ktorego mozliwe byto
wykonanie czesci badan.
Moj udzial szacuje na 45%.

R/
L X4

X3

AS

X/
°

Lykke-Andersen S.*, Tomecki R.*, Jensen T.H. i Dziembowski A. (2011) The eukaryotic RNA
exosome: Same scaffold but variable catalytic subunits. RNA Biology 8, 61 — 66; * — rownorzedni
autorzy.

MO] wklad w powstanie tej pracy przeglgdowej polegat na:

% napisaniu znaczqcej czesci manuskryptu;

wykonaniu obu rycin;

udziale w przygotowaniu odpowiedzi na uwagi recenzentow.

Moj udzial szacuje na 40%.
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Vi.

vil.

Drazkowska K., Tomecki R., Stodus K., Kowalska K., Czarnocki-Cieciura M. i Dziembowski A. (2013)

The RNA exosome complex central channel controls both exonuclease and endonuclease Dis3 activities

in vivo and in vitro. Nucleic Acids Research 41, 3845 — 3858.

Moj wkiad w powstanie tej pracy polegal na:

% zaplanowaniu oznaczen biochemicznych, ktorych celem bylo wykazanie roli centralnego kanatu

egzosomu w regulacji aktywnosci nukleolitycznych biatka Dis3;

% udziale w kierowaniu doswiadczeniami jako promotor pomocniczy rozprawy doktorskiej mgr
Karoliny Drqzkowskiej;

< wykonaniu doswiadczen polegajgcych na:

1) przygotowaniu roznego rodzaju substratow RNA;

2) analizie aktywnosci nukleolitycznych rekombinowanych wersji biatka Dis3 i jego domeny PIN

oraz zrekomstruowanych w ukladzie in vitro roinych wariantow kompleksu egzosomu

C. thermophilum,

ktorych wyniki przedstawiono na rycinach 4, 5, 7B oraz na rycinach uzupetniajgcych S3-S7;

interpretacji wynikow doswiadczen,

wspotudziale w pisaniu manuskryptu oraz Suplementu;

% wykonaniu rycin 4, 5, 7 oraz rycin uzupetniajgcych S3-S7 i wspotudziale w wykonaniu pozostatych
rycin,

 udziale w przygotowaniu odpowiedzi na uwagi recenzentow.
Modj udzial szacuje na 15%.

X/ 7
L X EIR X 4

>

Tomecki R.#, Drazkowska K., Kucinski I., Stodus K., Szczesny R.J., Gruchota J., Owczarek E.P.,
Kalisiak K. i Dziembowski A. (2013) Multiple myeloma-associated 2DIS3 mutations cause perturbations
in cellular RNA metabolism and suggest hDIS3 PIN domain as a potential drug target. Nucleic Acids
Research 42, 1270 — 1290; * — autor korespondencyjny.
Moj wkiad w powstanie tej pracy polegal na:

% zaplanowaniu przewazajgcej czesci doswiadczen, w tym opracowaniu modelu komorkowego
umozliwiajgcego badanie wpltywu mutacji w genie kodujgcym hDIS3, znajdowanych w przypadkach
szpiczaka mnogiego, na metabolizm RNA;

udziale w kierowaniu doswiadczeniami;

wykonaniu doswiadczen polegajgcych na:

1) przygotowaniu roznego rodzaju substratow RNA;

2) analizie aktywnosci egzorybonukleolitycznej rekombinowanych wariantow biatka hDIS3
z mutacjami analogicznymi do tych, ktore zidentyfikowano w przypadku szpiczaka mnogiego,

3) wspotudziale w analizie szczepow drozdzy z mutacjami w genie kodujgcym biatko Dis3,
analogicznymi do tych, ktorych obecnos¢ stwierdzono w ludzkim genie hDIS3 u pacjentow
cierpigcych na szpiczaka mnogiego,

4) przygotowaniu plazmidow umozliwiajgcych skonstruowanie stabilnych linii komorkowych
wyrazajgcych po indukcji rozne wersje hDIS3, przy jednoczesnym wyciszeniu ekspresji endogennego
hDIS3 przy pomocy sh-miRNA;

5) wyprowadzeniu stabilnych linii komorkowych z wykorzystaniem wspomnianych powyzej
plazmidow oraz przeprowadzeniu testow weryfikujgcych poprawnos¢ skonstruowanego modelu
komorkowego,

6) wszechstronnej analizie fenotypow wzrostowych i molekularnych wynikajgcych z obecnosci
w wyprowadzonych liniach komorkowych wersji hDIS3 z mutacjami odpowiadajgcymi tym, ktore
zidentyfikowano w przypadkach szpiczaka mnogiego,

ktorych wyniki przedstawiono na rycinach 1C, 2, 5, 6, 74A,C,D,E oraz na rycinach uzupetniajgcych
S1Bi56-S10;

interpretacji wynikow doswiadczen,

napisaniu wigkszosci manuskryptu oraz Suplementu;

wykonaniu wigkszosci rycin w manuskrypcie oraz Suplemencie;

udziale w przygotowaniu odpowiedzi na uwagi recenzentow,
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7.

il

iii.

% kierowaniu projektem badawczym NCBiR LIDER/35/46/L-3/11/NCBR/2012, w ramach ktorego
mozliwe byto wykonanie czesci badan.
MJj udzial szacuje na 55%.

Pozostale osiaggniecia naukowe (nie wchodzace w sklad osiagni¢cia wymienionego w pkt. 4.A)
A) wykaz publikacji naukowych znajdujacych si¢ w bazie Journal Citation Reports (JCR)

I. Prace opublikowane przed uzyskaniem stopnia naukowego doktora

Dzikowska A., Kacprzak M., Tomecki R., Koper M., Scazzocchio C. i Weglenski P. (2003) Specific
induction and carbon/nitrogen repression of arginine catabolism gene of Aspergillus nidulans — functional
in vivo analysis of the otaA promoter. Fungal Genetics and Biology 38, 175 — 186.

[F2003 — 2,746; IF 5 jemi — 3,379; punktacjia MNiSW — 35; liczba cytowan (wg bazy Web of Science) — 15.
Moj wktad w powstanie tej pracy polegatl na:

** wykonaniu transformacji szczepow A. nidulans,

» przeprowadzeniu analiz  fenotypowych, molekularnych i enzymatycznych dla uzyskanych

transformantow,
*» wspotudziale w przygotowaniu ryciny 2A i Tabeli 2.
Modj udzial szacuje na 10%.

Piwowarski J., Dziembowski A., Dmochowska A., Minczuk M., Tomecki R., Gewartowski K. 1 Stepien
P.P. (2004) RNA degradation in yeast and human mitochondria. Toxicology Mechanisms and Methods
14, 53 - 57.
IF2004 — 0,464; 1F5 cmi — 1,205; punktacja MNiSW — 15; liczba cytowan (wg bazy Web of Knowledge) —
1.
Moj wktad w powstanie tej pracy przeglgdowej polegal na:
» udziale w zbieraniu materialow literaturowych,
» napisaniu krotkich fragmentow manuskryptu;
» edycji manuskryptu.

M0Jj udzial szacuje na 10%.

e ol

L)

CAR)

L)

*,

Tomecki R., Dmochowska A., Gewartowski K., Dziembowski A. i Stepien P.P. (2004) Identification of a
novel human nuclear-encoded mitochondrial poly(A) polymerase. Nucleic Acids Research 32, 6001 —
6014.

IF2004 — 7,260; IFs 1emi — 8,055; punktacja MNiSW — 40; liczba cytowan (wg bazy Web of Science) — 67.
MOoj wktad w powstanie tej pracy polegatl na:

» wspotudziale w planowaniu doswiadczen;

& wykonaniu doswiadczen polegajgcych na:

1) zsekwencjonowaniu ogonow poli(A) wystepujgcych na koncach 3° wybranych transkryptow w ludzkich
mitochondriach;

2) analizie ekspresji genu kodujgcego potencjalng ludzkq mitochondrialng polimeraze poli(A) w roznych
narzqdach;

3) komputerowej analizie sekwencji aminokwasowej potencjalnej ludzkiej mitochondrialnej polimerazy
poli(A);

4) sklonowaniu otwartej ramki odczytu kodujgcej potencjalng ludzkq mitochondrialng polimeraze
poli(A);

5) zbadaniu lokalizacji wewngtrzkomorkowej ludzkiej mitochondrialnej polimerazy poli(A),

6) analizie fenotypow molekularnych wynikajgcych z wyciszenia ekspresji genu kodujgcego Iludzkq
mitochondrialng polimeraze poli(A) po interferencji RNA z wykorzystaniem samodzielnie
przygotowanych siRNA,
ktorych wyniki przedstawiono w tabelach 1-3 oraz na rycinach 1-5;
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¢ interpretacji wynikow badan,

** napisaniu wigkszosci manuskryptu i przygotowaniu wszystkich rycin;

¢ udziale w przygotowaniu odpowiedzi na uwagi recenzentow,

s kierowaniu grantami BW na Wydziale Biologii UW nr 1601/20, 1636/54 i 1680/54, w ramach
ktorych mozliwe byto wykonanie czesci badan.

Moj udzial szacuje na 75%.

iv. Piechota J., Tomecki R., Gewartowski K., Szczesny R., Dmochowska A., Kudla M., Dybczynska L.,
Stepien P.P. i Bartnik E. (2006) Differential stability of mitochondrial mRNA in HeLa cells. Acta
Biochimica Polonica 53, 157 — 168.

IF2006 — 1,363; IF 5 jemi — 1,395; punktacja MNiSW — 15; liczba cytowan (wg bazy Web of Science) — 27.
Moj wkiad w powstanie tej pracy polegal na:
» wykonaniu analizy poziomu wypadkowego ludzkich transkryptow mitochondrialnych po wyciszeniu
ekspresji genu kodujgcego mitochondrialng polimeraze poli(A), ktorej wyniki przedstawiono na
rycinie 4 i w tabeli 5;
¢ interpretacji wynikow doswiadczen,
» przygotowaniu ryciny 4;

& wspotudziale w napisaniu manuskryptu.
MoJj udzial szacuje na 15%.

v. Gewartowski K., Tomecki R., Muchowski L., Dmochowska A., Dzwonek A., Malecki M., Skurzak H.,
Ostrowski J. 1 Stepien P.P. (2006) Up-regulation of human PNPase mRNA by beta-interferon has no
effect on protein level in melanoma cell lines. Acta Biochimica Polonica 53, 179 — 188.

[F2006 — 1,363; IF 5 1emi — 1,395; punktacja MNiSW — 15; liczba cytowan (wg bazy Web of Science) — 6.
Moj wktad w powstanie tej pracy polegal na:

» wspotudziale w wykonaniu analizy diugosci ogonow poli(A) w komorkach z nadekspresjq ludzkiej
fosforylazy polinukleotydowej bedgcej wynikiem traktowania interferonem f, ktorej wyniki
przedstawiono na rycinie 4,

& interpretacji wynikow doswiadczen,

* wspotudziale w napisaniu manuskryptu i przygotowaniu rycin.

Moj udzial szacuje na 10%.

I1. Prace opublikowane po uzyskaniu stopnia naukowego doktora

vi. Tomecki R. i Dziembowski A. (2010) Novel endoribonucleases as central players in various pathways of
eukaryotic RNA metabolism. RNA 16, 1692 — 1724.
IF2010 — 6,051; IF 5 jermi — 5,430; punktacja MNiSW — 35; liczba cytowan (wg bazy Web of Science) — 31.
Moj wkiad w powstanie tej pracy przeglgdowej polegat na:

& zebraniu materiatow literaturowych,

% napisaniu manuskryptu;

& wykonaniu wszystkich rycin;

& udziale w przygotowaniu odpowiedzi na uwagi recenzentow.

Moj udzial szacuje na 90%.

vii. Malet H., Topf M., Clare D.K., Ebert J., Bonneau F., Basquin J., Drazkowska K., Tomecki R.,
Dziembowski A., Conti E., Saibil H.R. 1 Lorentzen E. (2010) RNA channelling by the eukaryotic
exosome. EMBO Reports 11, 936 — 942.

IF2010 — 7,822; IF5 1etmi — 7,396; punktacja MNiSW — 40; liczba cytowan (wg bazy Web of Science) — 22.
MOoj wktad w powstanie tej pracy polegat na:
** wykonaniu pierwszych doswiadczen biochemicznych, ktorych wyniki zasugerowaty, ze domena PIN
moze odpowiadac za oddzialtywanie biatka Dis3 z pierscieniem egzosomu;
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viii.

ix.

X/

& wspotudziale w nadzorowaniu doswiadczen wykonywanych przez mgr Karoling Drgzkowskq jako
promotor pomocniczy jej rozprawy doktorskiej;

& wspotudziale w napisaniu krotkiego fragmentu manuskryptu oraz Suplementu.

Modj udzial szacuje na 5%.

Ze wzgledu na niewielki udzial wlasny w przygotowaniu tej pracy zdecydowalem sie wylaczy¢ ja z cyklu
publikacii stanowiacych osiagniecie naukowe, mimo ze jest ona powiazana tematycznie z osiagnieciem.

Chlebowski A., Tomecki R., Lopez M.E., Séraphin B. i Dziembowski A. (2011) Catalytic properties of
the eukaryotic exosome. Advances in Experimental Medicine and Biology 702, 63 — 78.
IF2011 — 1,093; 1Fs5 emi — 1,811; punktacja MNiSW — 25; liczba cytowan (wg bazy Web of Knowledge) —
9.
Moj wktad w powstanie tej pracy przeglgdowej polegal na:

*® napisaniu pierwszej wersji manuskryptu;

» edycji koncowej wersji manuskryptu.

Modj udzial szacuje na 10%.

Ze wzgledu na niewielki udzial wlasny w przygotowaniu tej pracy zdecydowalem sie wylaczy¢ ja z cyklu
publikacii stanowiacych osiagniecie naukowe, mimo ze jest ona powiazana tematycznie z osiggnieciem.

Lubas M., Damgaard C.K.*, Tomecki R.*, Cysewski D., Jensen T.H. i Dziembowski A. (2013)
Exonuclease hDIS3L2 specifies an exosome-independent 3'-5' degradation pathway of human
cytoplasmic mRNA. EMBO Journal 32, 1855 — 1868. * — rownorzedni autorzy.
IF2012 — 9,822; IF 5 jemi — 9,602; punktacja MNiSW — 45; liczba cytowan (wg bazy Web of Science) — 6.
Moj wktad w powstanie tej pracy polegal na:
¢ zaplanowaniu oznaczen biochemicznych majgcych na celu zbadanie aktywnosci enzymatycznej biatka
hDIS3L2;
** wykonaniu doswiadczen polegajgcych na:
1) przygotowaniu roznego rodzaju substratow RNA,
2) analizie aktywnosci egzorybonukleolitycznej biatka hDIS3L2 oraz jego zmutowanej wersji,
ktorych wyniki przedstawiono na rycinie 2 oraz na rycinach uzupetniajgcych S2C-I;
& interpretacji wynikow doswiadczen biochemicznych;
» wspotudziale w napisaniu fragmentow manuskryptu dotyczqcych przeprowadzonych przeze mnie
badan;
» wykonaniu ryciny 2 oraz wspotudziale w wykonaniu ryciny uzupetniajgcej S2;
» kierowaniu projektem badawczym MNiSW nr IP2010 043470, w ramach ktorego moZzliwe byto
wykonanie czesci badan.
Moj udzial szacuje na 15%.

L0

D

D

DS

Laczny wspotczynnik oddziatywania czasopism, w ktorych ukazaly si¢ publikacje, ktore nie weszty
w sklad osiagniecia naukowego, zgodnie z rokiem opublikowania (w przypadku prac z roku 2013
wykorzystano ostatniqg dostepng w bazach wartos¢ IF»;;) — 37,984 (przed doktoratem: 13,196; po
doktoracie: 24,788)

Liczba punktow MNiSW za publikacje, ktore nie weszly w sktad osiggniecia naukowego — 265 (przed
doktoratem: 120; po doktoracie: 145)

Liczba cytowan publikacji, ktoére nie weszly w skiad osiggni¢cia naukowego, do dnia zlozenia wniosku
(wg bazy Web of Science) — 174 (prace opublikowane przed doktoratem: 115; prace opublikowane po
doktoracie: 59).

B) Udzielone patenty mi¢dzynarodowe i krajowe

Brak
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ii.

iil.

iv.

vi.

vii.

viii.

ix.

C) Wynalazki oraz wzory uzytkowe i przemyslowe, ktore uzyskaly ochrone i zostaly wystawione na
miedzynarodowych lub krajowych wystawach lub targach
Brak

D) Monografie, publikacje naukowe w czasopismach mi¢dzynarodowych lub krajowych innych niz
znajdujace si¢ w bazie, o ktorej mowa w pkt. 7.A
Brak

E) Opracowania zbiorowe, katalogi zbioréow, dokumentacja prac badawczych, ekspertyz, utworow
i dziel artystycznych
Brak

F) Sumaryczny impact factor wedlug listy Journal Citation Reports (JCR), zgodnie z rokiem
opublikowania (w przypadku publikacji z roku 2013 uwzgledniono dane dla roku 2012)
117,879

G) Liczba cytowan publikacji wedlug bazy Web of Science (WoS)
Wszystkie: 492
Bez autocytowan: 465

H) Indeks Hirscha opublikowanych prac wedlug bazy Web of Science (WoS)
10

I) Kierowanie miedzynarodowymi i krajowymi projektami badawczymi oraz udzial w takich

projektach
Wykonawca grantu krajowego: ,,Rola mitochondriow w chorobach nowotworowych”. 2003 — 2006.
Projekt badawczy zamawiany KBN nr PBZ-KBN-091/P05/2003. Kierownik projektu: prof. dr hab. Piotr
P. Stepien.
Wykonawca grantu krajowego: ,,Modele komorkowe w badaniach oddziabywan jgdrowo-
mitochondrialnych kregowcow”. 2004 — 2007. Projekt badawczy wlasny MNiSW nr ZP04A05426.
Kierownik projektu: prof. dr hab. Pawet Golik.
Wykonawca grantu krajowego: ,, Ludzkie geny kontrolujgce metabolizm mtRNA”. 2005 — 2008. Projekt
badawczy wlasny MNiSW nr ZP04A00229. Kierownik projektu: prof. dr hab. Piotr P. Stepien.
Wykonawca grantu krajowego: ,, Badanie oddzialtywania miedzy podjednostkami kompleksow biatkowych
zaangazowanych w metabolizm RNA przy uzZyciu chemicznego sieciowania i spektrometrii mas”. 2007 —
2010. Projekt badawczy wlasny MNiSW nr N N301 336733. Kierownik projektu: dr hab. Andrzej
Dziembowski.
Gtowny wykonawca grantu krajowego: ,, Analiza funkcjonalna i strukturalna mechanizmu rozpoznawania
nieprawidtowych transkryptow przez cytoplazmatyczng forme egzosomu”. 2007 — 2010. Projekt
badawczy specjalny MNiSW nr 501/57 PS15. Kierownik projektu: dr hab. Andrzej Dziembowski.
Glowny wykonawca grantu miedzynarodowego: “Functional and structural characterisation of protein
complexes involved in RNA processing and turnover”. 2007 — 2011. Projekt badawczy EMBO
Installation Grant nr F-259. Kierownik projektu: dr hab. Andrzej Dziembowski.
Kierownik grantu krajowego: , A4naliza funkcjonalna ludzkiego kompleksu egzosomu bedgcego
podstawowq egzorybonukleazq organizmow eukariotycznych”. 2009 — 2011. Projekt badawczy wilasny
MNiSW nr N N301 250836. Projekt zostal pozytywnie sprawozdany.
Wykonawca grantu krajowego: ,, Kompleksy makromolekularne zaangazowane w metabolizm RNA™.
2009 — 2013. Projekt badawczy Fundacji na Rzecz Nauki Polskiej (FNP) w ramach programu ,,TEAM”
nr TEAM/2008-2/1. Kierownik projektu: dr hab. Andrzej Dziembowski.
Kierownik grantu krajowego: ,, Wysokoprzepustowe analizy podstawowych sciezek degradacji RNA
w komorkach ludzkich ze szczegolnym uwzglednieniem substratow kompleksu egzosomu”. 2010 — 2011.
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Projekt badawczy MNiSW w ramach programu ,Iuventus Plus” nr 1P2010 043470. Projekt zostal
pozytywnie sprawozdany.

x. Kierownik grantu krajowego: ,, Charakterystyka biochemiczna, strukturalna i funkcjonalna roslinnego
kompleksu egzosomu, z wykorzystaniem Arabidopsis thaliana jako organizmu modelowego”. 2012 —
2016. Projekt badawczy NCN w ramach programu ,,SONATA” nr 2011/01/D/NZ1/03510.

xi. Kierownik grantu krajowego: , Nowe enzymy do analiz RNA w skali calego transkryptomu i ich
wykorzystanie do badania molekularnego mechanizmu antynowotworowego dziatania 5-fluorouracylu”.
2013 - 2015. Projekt badawczy NCBiR w ramach programu ,LIDER” nr LIDER/35/46/L-
3/11/NCBR/2012.

Ponadto petitem funkcje kierownika nastepujacych grantow na badania wtasne na Wydziale Biologii UW:
i. Projekt BW nr 1601/20: ,, Badanie skiadu nukleotydowego ogonow poli(A) transkryptow w ludzkich
mitochondriach”. 2003.

ii. Projekt BW nr 1636/54: , Ustalenie wewngqtrzkomorkowej lokalizacji ~potencjalnej ludzkiej
mitochondrialnej poli(4) polimerazy”. 2004.

iii. Projekt BW nr 1680/54: , Wyprowadzanie stabilnej linii komorkowej wyrazajgcej fuzje ludzkiej
mitochondrialnej poli(A) polimerazy (hmtPAP) ze znacznikiem TAP w celu poszukiwania potencjalnych
interaktorow biatkowych przy pomocy tandemowej chromatografii powinowactwa”. 2005. Grant
sprawozdany z wyrdznieniem.

iv. Projekt BW nr 1755/60: , Analiza funkcji domeny PIN podjednostki katalitycznej egzosomu
Saccharomyces cerevisiae Dis3p w ukladach in vitro oraz in vivo”. 2007. Grant sprawozdany
z wyrdznieniem.

v. Projekt BW nr 1791/60: , Analiza funkcjonalna kompleksow  biatkowych uczestniczqcych
w posttranskrypcyjnych modyfikacjach 3°’-koncow RNA u Schizosaccharomyces pombe ™. 2008.

J) Miedzynarodowe i krajowe nagrody za dzialalno$¢ naukowg
i. Stypendium Ministra Edukacji Narodowej za wysokie oceny na studiach i szczegdlne osiagnigcia
naukowe; czerwiec 2001.
ii. Stypendium doktoranckie w ramach Studium Medycyny Molekularnej przy Akademii Medycznej
w Warszawie; paZdziernik 2002.
iii. Stypendium FEBS na sfinansowanie stazu zagranicznego (FEBS Collaborative Scholarship for Central
and Eastern Europe); 2004.
iv. Nagroda Polskiego Towarzystwa Genetycznego | stopnia za najlepsza prace wykonang w polskich
laboratoriach i1 opublikowang w latach 2003/2004; paZdziernik 2005.
v. Nagroda Polskiego Towarzystwa Biochemicznego im. J.K. Parnasa za najlepsza prac¢ do$wiadczalng
wykonang w Polsce 1 opublikowang w roku 2004; pazdziernik 2005.
vi. Stypendium FEBS na sfinansowanie stazu zagranicznego (FEBS Collaborative Scholarship for Central
and Eastern Europe); 2006.
vii. Wyrdznienie sprawozdania grantu na badania wtasne (BW) na Wydziale Biologii UW; kwiecienn 2006.
viii. Stypendium Fundacji na Rzecz Nauki Polskiej ,,START” dla mlodych uczonych; 2007.
ix. Nagroda zespolowa III stopnia Rektora Uniwersytetu Warszawskiego za osiagni¢cia naukowe; listopad
2007.
X. Wyroznienie sprawozdania grantu na badania wiasne (BW) na Wydziale Biologii UW; kwiecien 2008.
xi. Stypendium Fundacji na Rzecz Nauki Polskiej ,,START” dla mtodych uczonych; 2008.
xii. Stypendium Konferencyjne Towarzystwa Naukowego Warszawskiego/Fundacji na Rzecz Nauki Polskiej
na dofinansowanie udziatu w konferencji 13"™ Annual Meeting of the RNA Society; czerwiec 2008.
xiii. Nagroda zespotowa II stopnia Rektora Uniwersytetu Warszawskiego za osiggni¢cia naukowe; listopad
2008.
xiv.  Stypendium Migdzynarodowej Unii Biochemii i Biologii Molekularnej (IUBMB) na dofinansowanie
udziatu w konferencji 21* TUBMB International Congress and 12" FAOBMB Congress of Biochemistry
and Molecular Biology: “Biomolecules for Quality of Life”; marzec 2009.
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xv. Stypendium na staz podoktorski w ramach programu Fundacji na Rzecz Nauki Polskiej ,,TEAM”; maj
2009.
xvi. Nagroda Rady Instytutu Biochemii i Biofizyki PAN za aktywno$¢ publikacyjng w roku 2008; czerwiec
2009.
xvii.  Stypendium FEBS na dofinansowanie udzialu w FEBS Young Scientist Forum “Life of Molecules” oraz
35" FEBS Congress “Molecules of Life”; kwiecier 2010.
xviii. Stypendium Konferencyjne Towarzystwa Naukowego Warszawskiego/Fundacji na Rzecz Nauki Polskiej
na dofinansowanie udziatu w konferencji 12" ITUBMB and 21" FAOBMB Conference: “The molecules of
life — from discovery to biotechnology”; czerwiec 2010.
xix. Nagroda Rady Instytutu Biochemii i Biofizyki PAN za najlepsza publikacj¢ oryginalng roku 2010;
czerwiec 2011.
xx. Nagroda Rady Instytutu Biochemii i Biofizyki PAN za najlepsza publikacj¢ przegladowa roku 2010;
czerwiec 2011.
xxi.  Stypendium Ministra Nauki 1 Szkolnictwa Wyzszego dla Wybitnych Miodych Naukowcow; paidziernik
2011.
xxii. Nagroda zespotowa III stopnia Rektora Uniwersytetu Warszawskiego za osiagnig¢cia naukowe; listopad
2011.

K) Udzial w mi¢dzynarodowych i krajowych konferencjach tematycznych
i. “Identification of a novel human, nuclear-encoded mitochondrial poly(A) polymerase: transcript stability
in human mitochondria is not dependent on the presence of the long poly(A) tail”. Konferencja
migdzynarodowa wpnd meeting of MitEURQO”; Aussois, Francja; 2-5 wrzes$nia 2004; plakat.

ii. “Diverse role of polyadenylation in various biological systems”. Konferencja miedzynarodowa “Science
and Art in Europe — Structure and Function of RNA and Proteins”; Berlin, Niemcy; 24-25 maja
2005; referat na zaproszenie.

iii. “Studying the role of various proteins in RNA turnover in human mitochondria”. Konferencja
mie¢dzynarodowa “EMBO Workshop on Mechanisms and Regulation of mRNA Turnover”; Arolla,
Szwajcaria; 28 sierpnia-1 wrzesnia 2005; referat (wybrany przez organizatorow ze zgltoszonych
abstraktow).

iv. “RNA decay in human mitochondria”. Konferencja mi¢dzynarodowa “Meeting on RNA turnover”;
Jabtonna, Polska; 6-8 pazdziernika 2005; referat.

v. “Novel endonuclease activity of the exosome contributes to digestion of its physiological substrates”.
Konferencja mi¢dzynarodowa “RNA quality conference” (zorganizowana przez European Science
Foundation); Granada, Hiszpania; 11-13 czerwca 2008; plakat.

vi. “Crystal structure of the active subunit of the yeast exosome core, Rrp44, bound to RNA”. Konferencja
mi¢dzynarodowa “RNA quality conference” (zorganizowana przez European Science Foundation);,
Granada, Hiszpania; 11-13 czerwca 2008; plakat.

vii. “Cooperation of endo- and exonucleolytic activities of Dis3 protein — catalytic subunit of the exosome
complex”. Konferencja migdzynarodowa “13™ Annual Meeting of the RNA Society”; Berlin, Niemcy;
28 lipca-3 sierpnia 2008; plakat (jako laureat konkursu na stypendium konferencyjne Towarzystwa
Naukowego Warszawskiego/Fundacji na Rzecz Nauki Polskiej).

viii. “Novel endonuclease activity of the exosome contributes to digestion of its physiological substrates”.
Konferencja migdzynarodowa “FASEB Summer Research Conference: Post-transcriptional control
of gene expression: mechanisms of mRNA decay”; Lucca, Wiochy; 14-19 wrze$nia 2008; referat
(wybrany przez organizatorow ze zgtoszonych abstraktow).

ix. “The exosome complex and its novel endonuclease activity”. Konferencja krajowa “EMBQO workshop
on ribonucleases”; Kazimierz Dolny, Polska; 20-21 listopada 2008; referat.

X. “Novel endonuclease activity of the exosome contributes to digestion of its physiological substrates”.
Konferencja miedzynarodowa “21% IUBMB International Congress and 12™ FAOBMB Congress of
Biochemistry and Molecular Biology: Biomolecules for Quality of Life”; Shanghai, Chiny; 30 lipca-7
sierpnia 2009; referat (wybrany ze zgloszonych abstraktoéw) w trakcie Young Scientists Programme
poprzedzajacego konferencje oraz plakat w trakcie kongresu; (jako laureat konkursu na stypendium
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Xi.

Xii.

xiii.

Xiv.

XV.

Xvi.

Xvii.

Xviii.

Xix.

ii.

i

konferencyjne dla mtodych naukowcéw przyznawanego przez Migdzynarodowa Uni¢ Biochemii
1 Biologii Molekularnej (IUBMB)).

“The human core exosome associates with differentially localized processive ribonucleases: hDIS3 and
hDIS3L”. Konferencja migdzynarodowa “EMBL conference: The complex life of RNA: from
synthesis to decay”; Heidelberg, Niemcy; 18-21 marca 2010; plakat.

“The human core exosome utilizes differentially localized processive ribonucleases: hDIS3 and hDIS3L”.
Konferencja mi¢dzynarodowa “EMBO RNA workshop”; Warszawa, Polska; 15-16 kwietnia 2010;
referat.

“Biochemical activities of human Dis3 orthologs”. Konferencja migdzynarodowa “RNA quality
workshop for PhD students and postdocs” (pod patronatem European Science Foundation);
Strasbourg, Francja; 29-30 kwietnia 2010; referat (jako wspotorganizator konferenciji).

“The human exosome core utlilizes differentially localized processive ribonucleases: hDIS3 and
hDIS3L”. Konferencje miedzynarodowe “FEBS Young Scientist Forum: Life of Molecules” oraz “35™
FEBS Congress: Molecules of Life”; Goteborg, Szwecja; 23 czerwca-1 lipca 2010; [abstrakt
opublikowany w: FEBS Journal 277 (Suppl. 1), 302]; plakat w trakcie Young Scientist Forum oraz
plakat i referat (wybrany przez organizatorow ze zgloszonych abstraktow) w trakcie kongresu; (jako
laureat konkursu na stypendium konferencyjne dla mtodych naukowcow przyznawanego przez FEBS).
,»Various forms of the human exosome complex contain differentially localized catalytic subunits: hDIS3
and hDIS3L”. Konferencja migdzynarodowa “12th IUBMB and 21th FAOBMB Conference: The
molecules of life — from discovery to biotechnology”; Melbourne, Australia; 26 wrze$nia-1pazdziernika
2010; plakat (jako laureat konkursu na stypendium konferencyjne Towarzystwa Naukowego
Warszawskiego/Fundacji na Rzecz Nauki Polskiej).

“Preliminary biochemical and functional analysis of ZDIS3 mutations associated with pathogenesis of
multiple myeloma”. Konferencja migdzynarodowa “RNA Club 2011”; Praga, Republika Czeska; 10-11
listopada 2011; plakat.

“Preliminary biochemical and functional analysis of ADIS3 mutations associated with pathogenesis of
multiple myeloma”. Konferencja mi¢dzynarodowa *“FEBS International Workshop: New
Developments in RNA Biology”; Tavira, Portugalia; 1-4 wrze$nia 2012; referat (wybrany przez
organizatoréw ze zgloszonych abstraktow).

“Preliminary biochemical and functional analysis of ADIS3 mutations associated with pathogenesis of
multiple myeloma”. Konferencja miedzynarodowa “22"" IUBMB International Congress and 37"
FEBS Congress: From Single Molecules to Systems Biology”; Sevilla, Hiszpania; 4-9 wrzesnia 2012;
[abstrakt opublikowany w: FEBS Journal 279 (Suppl. 1), 510]; plakat.

“Multiple myeloma-associated 42DIS3 mutations cause perturbations in cellular RNA metabolism and
suggest hDIS3 PIN domain as a potential drug target”. Konferencja mi¢dzynarodowa “TERM12”; Sant
Feliu de Guixols, Hiszpania; 22-24 maja 2013; referat.

L) Odbyte zagraniczne staze naukowe

Staz naukowy w laboratorium prof. Roberta N. Lightowlersa; Department of Neurology, University of
Newcastle upon Tyne; Wielka Brytania; pobyt w ramach FEBS Collaborative Experimental Scholarship
for Central and FEastern Europe; tytul projektu: “Functional analysis of a putative human
mitochondrial poly(A) polymerase”. Lipiec-wrzesien oraz listopad-grudzien 2004.

Staz naukowy w laboratorium prof. Gadiego Schustera; Department of Biology, Technion — Israel
Institute of Technology; Hajfa, Izrael; pobyt finansowany przez Centrum Doskonatosci MAMBA oraz
FEBS Collaborative Experimental Scholarship for Central and Eastern Europe; tytul projektu:
“Polyadenylation in human mitochondria: different tails tell different tales”. Luty-marzec oraz maj-

sierpien 2006.

M) Odbyte kursy i szkolenia

Praktyki w Zaktadzie Genetyki Medycznej w Instytucie Matki 1 Dziecka w Warszawie, pod kierunkiem
prof. Jerzego Bala; zajecia dotyczyly metod diagnozowania chorob uwarunkowanych genetycznie;
wrzesien 2000.
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ii.

iii.

iv.

vi.

vii.

viii.

ix.

Xi.

Udzial w kursie praktycznym MitEURO: “RNA biochemistry and in vitro systems” na Uniwersytecie
w Ulm, Niemcy; lipiec 2002.

Udziat w Szkole Zimowej Studium Medycyny Molekularnej: “From gene to protein, from structure to
disease” w Miedzynarodowym Instytucie Biologii Molekularnej i Komérkowe] w Warszawie; grudzier
2002.

Udziat w kursie praktycznym MitEURO: “Transcriptional and translational analysis using yeast
genetic methods” na Uniwersytecie Paris Sud Orsay oraz w CNRS Gif-sur-Yvette: Francja; grudzien
2002.

Udziat w kursie teoretyczno-praktycznym Studium Medycyny Molekularnej: “Molekularne aspekty
réznicowania przydatkéow skory” w Katedrze Chemii Fizjologicznej na Akademii Medycznej
w Poznaniu; maj 2003.

Udziat w kursie teoretycznym Studium Medycyny Molekularnej: “Current problems of human
genetics: theoretical and clinical aspects” w Zakladzie Genetyki Cztowieka PAN i na Akademii
Medyczne] w Poznaniu; maj 2003.

Udzial w kursie praktycznym MitEURO: “Yeast systems for the analysis of RINA-protein
interactions” na Uniwersytecie ..[.a Sapienza” w Rzymie; Wiochy; listopad 2003.

Udziat w kursie praktycznym Studium Medycyny Molekularnej: “Modern techniques of molecular and
cellular biology and their application in medicine” w Instutucie Biologii Do$wiadczalne] im.
M. Nenckiego; Warszawa; marzec 2004.

Udziat w kursie praktycznym MitEURO: “Analysis of metal transport into mitochondria” w Institute
of Microbiology and Genetics, Vienna Biocenter; Austria; maj 2004.

Udzial w Szkole Letniej Studium Medycyny Molekularnej: “Molecular Endocrinology in Clinical
Practice” organizowanej przez Centrum Onkologii — Instytut im. Marii Sktodowskiej-Curie
w Gliwicach; czerwiec 2005.

Udzial w szkoleniu “EMBO practical course on image processing for cryo-electron microscopy”
w Birkbeck College w Londynie; Wielka Brytania; wrzesien 2007 .
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