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1. Imie i nazwisko.

Seweryn Mroczek

2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe

Stopien doktora nauk biologicznych uzyskany dnia 19.06.2009 na Wydziale Biologii Uniwersytetu

Warszawskiego. Tytut rozprawy ,Metabolizm rybosomalnego RNA w apoptozie i w stresie

oksydacyjnym u drozdzy Saccharomyces cerevisiae”. Promotor — Prof. dr hab. Joanna Kufel.

Tytut magistra w zakresie biotechnologii uzyskany na Wydziale Biologii Uniwersytetu

Warszawskiego dnia 30.06.2004. Tytut pracy ,Charakterystyka oddziatywania biatka hSuv3p z XIPp

metodami in vitro i in situ”. Promotor — Prof. dr hab. Piotr Stepien.

3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych/ artystycznych.

Od 01.11.2012 - aktualnie — Adiunkt w Instytucie Genetyki i Biotechnologii, Wydziat Biologii,

Uniwersytet Warszawski, Pracownia Biologii RNA i Genomiki Funkcjonalnej.

01.01.2018 — 01.10.2018 - asystent w Pracowni Biologii RNA i Genomiki Funkcjonalnej, Instytut
Biochemii i Biofizyki PAN.

09.2009 - 01.11.2012 - Technik, Instytut Genetyki i Biotechnologii, Wydziat Biologii, Uniwersytet

Warszawski, grupa kierowana przez dr. hab. Andrzeja Dziembowskiego.

07.2009 - 07.2017 - Biolog (postdoc), Zaktad Biofizyki, Instytut Biofizyki i Biochemii, PAN, Pracowni

Biologii RNA i Genomiki Funkcjonalnej kierowana przez dr. hab. Andrzeja Dziembowskiego.
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2004 - 2009 - studia doktoranckie na Wydziale Biologii Uniwersytetu Warszawskiego.
2002 - 2004 - studia magisterskie na Wydziale Biologii Uniwersytetu Warszawskiego.

1999 - 2002 - studia licencjackie na Wydziale Biologii Uniwersytetu Warszawskiego.

Staze zagraniczne:

01.2006 —02.2006  Staz w laboratorium Prof. Franka Madeo na Uniwersytecie w Graz.

06.2008 —09.2008 Staz w Centrum Biologii Komérki Wellcome Trust na Uniwersytecie w
Edynburgu w grupie Prof. Davida Tollerveya (w ramach Federation of

European Biochemical Societies Collaborative Experimental Scholarships).

4. Wskazanie osiggniecia wynikajacego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach
naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. 2017 r. poz. 1789):

a) Tytut osiggniecia naukowego

Identyfikacja nieopisanych wczeéniej enzyméw i analiza komplekséw biatkowych

zaangazowanych w metabolizm RNA w komérkach eukariotycznych.

b) Wykaz publikacji wchodzacych w sktad osiggniecia

1. C16orf57, a gene mutated in poikiloderma with neutropenia, encodes a putative
phosphodiesterase responsible for the U6 snRNA 3' end modification. Mroczek S, Krwawicz U;
Kutner J, Lazniewski M, Kucinski I, Ginalski K, Dziembowski A. 2012. Genes Dev 26: 1911-1925.
IF2012 = 12.444; IFs.jetni — 10.567; punktacja MNiSW2012 — 45; liczba cytowan: wg bazy Web of Science
—47; wg Google Scholar - 57.

2. U6 biogenesis and disease associations. Mroczek S, Dziembowski A. 2013. Wiley Interdiscip Rev
RNA. 2013 Sep;4(5):581-92.
IF2013 = 6.154 ; IFs.ietni — 6.004; punktacja MNiSW2013 — 30; liczba cytowar: wg bazy Web of Science —
24; wg Google Scholar — 31.
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3. Architecture and nucleic acids recognition mechanism of the THO complex, an mRNP assembly
factor. Pena A, Gewartowski K, Mroczek S, Cuellar J, Szykowska A, Prokop A, Czarnocki-Cieciura M,
Piwowarski J, Tous C, Aguilera A, Carrascosa J, Valpuesta J.M, Dziembowski A. 2012. EMBO J 31:
1605-1616.

IF2012 — 9.822; IFs.etni — 10.345; punktacja MNiSW2012 — 40; liczba cytowan: wg bazy Web of Science

—40; wg Google Scholar — 57.

4. Analysis of rRNA synthesis using quantitative transcription run-on (qTRO) in yeast. Koper M,
Mroczek S.; Biotechniques. 2018 Sep;65(3):163-168.

IF2018 — 2.098 ; IF5.etni — 2.63; punktacja MNiSW>01s — 30; liczba cytowan (wg bazy Web of Science) —
0; wg Google Scholar — 0.

5. The non-canonical poly(A) polymerase FAMA46C acts as an onco-suppressor in multiple
myeloma; Mroczek S, Chlebowska J, Kulinski TM, Gewartowska O, Gruchota J, Cysewski D,
Liudkovska V, Borsuk E, Nowis D, Dziembowski A.; Nat Commun. 2017 Sep 20;8(1):619.

IF2017— 12.353; IFs.jetni— 13.691; punktacja MNiSW,017 — 45; liczba cytowan: wg bazy Web of Science

—10; wg Google Scholar — 12.

6. Terminal nucleotidyl transferases (TENTs) in mammalian RNA metabolism.

Warkocki Z, Liudkovska V, Gewartowska O, Mroczek S, Dziembowski A.;

Philos Trans R Soc Lond B Biol Sci. 2018 Nov 5;373 (1762).

IF2018 — 5.666; IFs.etni — 7.192; punktacja MNiSW201s — 45; liczba cytowan: wg bazy Web of Science —
3; wg Google Scholar — 3.

Sumaryczny wspoétczynnik oddziatywania (IF) czasopism, w ktdrych ukazaty sie publikacje wchodzgce

w sktad osiggniecia naukowego, zgodnie z rokiem opublikowania — 48,537.

Sumaryczna liczba punktéw MNiSW za publikacje wchodzgce w sktad osiggniecia naukowego — 235.
Liczba cytowan publikacji wchodzgcych w sktad osiggniecia naukowego do dnia 15.04.2019: wg bazy
Web of Science — 124; wg Google Scholar — 160.
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Oswiadczenie okreslajqce mdj indywidualny wktad w powstanie poszczegdinych prac znajduje sie w
Zatqczniku 5.

Oswiadczenia wspdtautoréw okreslajqce indywidualny wktad kazdego z nich w powstanie
poszczegdlnych prac znajdujq sie w Zatgczniku 6 (Oswiadczenia wspdétautoréw).

c) omdwienie celu naukowego ww. pracy/prac i osiggnietych wynikéw wraz z oméwieniem ich
ewentualnego wykorzystania.

Tematyka badan naukowych i gtéwne osiggniecia badawcze

Metabolizm RNA w komdrkach eukariotycznych jest bardzo ztozonym procesem, w ktéry
zaangazowane sg liczne biatka oraz kompleksy biatkowe koordynujace kolejne etapy zycia. Enzymy
te odgrywaja zatem kluczowa i podstawowa role w wielopoziomowej regulacji ekspresji genéw.
Zaburzenie homeostazy RNA w komérkach, poprzez wystapienie mutacji w genach kodujacych
biatka zaangazowane w jego metabolizm, moze powodowaé wystepowanie ciezkich i czesto

nieuleczalnych choréb genetycznych takich jak choroby neurodegeneracyjne czy nowotworowe.

Od czasu studiéw magisterskich przedmiotem moich zainteresowar badawczych s3 rézne
aspekty metabolizmu RNA w komérkach eukariotycznych, takie jak: analiza transkrypcji,
mechanizmy degradacji rRNA w warunkach stresu oksydacyjnego, formowanie 3’ korica czasteczek
oraz ich eksport z jadra komérkowego do cytoplazmy. Projekty badawcze, w ktére bytem lub jestem
obecnie zaangazowany miaty na celu identyfikacjg i funkcjonalng adnotacje nowych, dotychczas
niescharakteryzowanych enzyméw lub poszerzenia wiedzy o funkcjonowaniu znanych juz
komplekséw biatkowych, przyczyniajac sie do lepszego poznania proceséw metabolizmu RNA u

eukariontow.

Wszystkie prace stanowigce moje osiaggniecie habilitacyjne dotycza metabolizmu RNA w
komorkach eukariotycznych. Opisujg one role dwdch niescharakteryzowanych wczeéniej gendw:
Usb1 oraz TENT5C. Wykazalismy, ze koduja one enzymy zaangazowane w obrébke 3’-kofcéw RNA.
Ze wzgledu na fakt, ze mutacje w tych gendw prowadza do wystepowania stanéw chorobowych
nasze badania przyczyniajg sie do zrozumienia ich patomechanizmu. Inne badania, ktére zawartem
w rozprawie habilitacyjnej pozwolity pozna¢ architekture i mechanizm rekrutacji do chromatyny,
kompleksu THO, ktéry petni waing role w koordynacji biogenezy mRNA z jego eksportem z jadra
komérkowego do cytoplazmy. Wreszcie, w toku badar, optymalizowatem metody stuzace do analizy
Sciezek regulacji ekspresji genéw. Pomimo, ze prowadzane przeze mnie badania moga sie wydawac

dosy¢ heterogenne, elementem je spajajacym jest fakt zaangazowania badanych enzymoéw i
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komplekséw biatkowych w metabolizm RNA oraz wykorzystywanie podobnego warsztatu
badawczego opierajacego si¢ o nowoczesne narzedzia biologii molekularnej i biochemii biatek,

wsparte wysokoprzepustowymi analizami transkryptomicznymi.

2. Identyfikacja funkcji genu (Usb1) kodujacego 3’-5’ egzorybonukleaze zaangaiowang w
formowanie 3’-korica U6 snRNA, ktérego mutacje powoduja rzadka chorobe genetyczna
Poikilodermia z neutropenia (PN) oraz s3 zasocjowane z podobnymi jednostkami chorobowymi
takimi jak: syndrom Rothmunda-Thomsona (RTS) oraz Dyskeratosis congenita (DC). Publikacje: nr

1 - doswiadczalna i nr 2 - przeglagdowa.

Czasteczki mRNA u wyzszych eukariontéw ulegaja transkrypcji w postaci prekursoréw (pre-
mRNA), ktére muszg ulec procesowi sktadania, czyli usuwania intronéw. Jest to jeden z
najwazniejszych etapéw posttranskrypcyjnej obrébki transkryptéw, ktéry jest niezbedny do
powstania dojrzatych mRNA stanowigcych matryce do syntezy biatka [1]. Proces ten zachodzi na
terenie jadra komdrkowego i jest przeprowadzany przez wielkoczasteczkowy (masa czasteczkowa
ok.~12 MDa), metalozalezny rybozym zwany spliceosomem. W komérkach eukariontéw wystepuja
dwie formy tego kompleksu: gtéwny, ztozony z pieciu mniejszych stechiometrycznych komplekséw
rybonukleoproteinowych (U1, U2, U4, U5, U6 snRNP) usuwajacy ,klasyczne” introny typu U2 oraz
mniejsza forma wycinajaca rzadkie nietypowe introny typu U12, ztozona z U5 snRNP i unikalnych
Ull, U12, Udatac i Ubatac snRNP [2, 3]. Kompleksy U-snRNA s3g ztozone z odpowiedniego U-
bogatego snRNA, biatek rdzenia oraz biatek specyficznych. Kompleksy U1 oraz U2 snRNP inicjuja
reakcje sktadania pre-mRNA poprzez rozpoznanie i wigzanie do, kolejno, miejsca sktadania po
stronie 5’ SS (ang: splicing site) oraz miejsca rozgatezienia BP (ang: branch point). Pozostate
podjednostki tworza z kolei trimer U4/U6.U5 tri-snRNP, odpowiedzialny zasadniczo za
przeprowadzenie wiasciwej reakcji wyciecia intronu. W duzym uproszczeniu reakcja sktadania pre-
mRNA polega na dwuetapowej transestryfikacji. W pierwszym etapie grupa 2’-OH adeniny obecnej
w miejscu BP, przeprowadza atak nukleofilowy na miejsca sktadania po stronie 5’, prowadzac do
przeciecia pre-mRNA i utworzenia struktury lariatu. W nastepnym etapie grupa 3’-OH pierwszego
eksonu przeprowadza atak nukleofilowy na miejsca sktadania po stronie 3’, prowadzac do wyciecia
lariatu i ligacji eksonow.

Niekodujgce U6 snRNA jest jednym z najwazniejszych sktadnikéw spliceosomu, poniewaz
wspottworzy jego centrum aktywne, oddziatuje ze substratowym pre-mRNA oraz odpowiada za

koordynacje dwuwartosciowych jondw magnezu niezbednych do przeprowadzenia reakcji
5
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transestryfikacji podczas wycinania intronu z pre-mRNA. Jony te s3 wigzane przez urydyne w pozycji
80 (Uso) znajdujacej sie¢ w sekwencji zwanej 3'ISL (ang: 3’ internal stem-loop) [4]. Pomimo wielu
dekad badari nad mechanizmami biogenezy sktadnikéw kompleksu spliceosomu, wcigz nie byly
znane wszystkie aspekty powstawania czasteczek U6 snRNA. Czasteczki U6 snRNA tworzg struktury
drugo- i trzeciorzedowe (miedzy- i wewnatrzczasteczkowe helisy) podobne do tych wystepujacych
w samowycinajacych sig intronach grupy Il. W zwigzku z tym, ze U6 snRNA wystepuje w komdrkach
w trzech réznych kompleksach snRNP: wolnych U6 snRNP, U4/U6 di-snRNP oraz U4/U6.U5 tri-
snRNP jego struktura drugorzedowa podlega znacznym zmianom konformacyjnym w czasie cyklu
reakcji sktadania. Po zwigzaniu przez pre-mRNA U1 oraz U2 snRNP, kompleks U4/U6.U5 tri-snRNP
wigze sig z tzw. pre-spliccosomem. Przed wtasciwg reakcja sktadania U1 oraz U4 oddysocjowuja z
kompleksu, co pozwala U6 snRNA na hybrydyzacje z U2 snRNA i stworzenie miejsca aktywnego
kompleksu. Po reakcji sktadania U6 snRNA odtacza sig od spliceosomu jako U6 snRNP. Kolejnym
krokiem recyklingu U6 jest utworzenie U4/U6 di-snRNP z udziatem biatka Prp24, a nastepnie
zrekrutowanie U5 snRNA i powstanie U4/U6.U5 trisnRNP [5].

Biogeneza U6 snRNA (a takze U6atac w spliceosomie niekanonicznym) ma szereg
szczegolnych aspektéw w poréwnaniu do innych snRNA bioracych udziat w splicingu. U6 snRNA w
odréznieniu od pozostatych U-snRNA jest transkrybowane przez polimeraze RNA Ill, a jego
dojrzewanie zachodzi wytacznie na terenie jadra komérkowego [6]. U6 snRNA jest najbardziej
zachowane w ewolucji sposréd wszystkich snRNA biorgcych udziat w skfadaniu pre-mRNA,
przyktadowo, podobieristwo sekwencji pomigdzy drozdzowym a ludzkim U6 snRNA wynosi az ok.
60% [6]. Czasteczki U6 snRNA ulegaja na terenie jaderka posttranskrypcyjnej pseudourydylacji
katalizowanej przez snoRNAs klasy Box H/ACA oraz 2'-O-metylacji przeprowadzanej przez snoRNAs
klasy Box C/D. Uwaza sig, ze mogg one mie¢ znaczenie dla oddziatywania U6 i U4. Dodatkowo, korice
U6 snRNA posiadajg szczegdlne wtasciwosci chemiczne. 5’-koniec U6 snRNA nie posiada klasycznej
czapeczki 2,2,7-trimetyloguanozynowej (TMG) (m3G), za$ pierwsza zasada (guanozyna) jest
monometylowana (MPG). W komdrkach drozdzy dojrzate U6 snRNA jest zakoriczone reszta
fosforanowg w pozycji 3’, z kolei w komérkach ludzkich ok. 90% czasteczek U6 snRNA jest
zakoniczone reszta urydyny posiadajacg cykliczny 2’3’ fosforan (U>P) [7]. Dotychczas nie byt znany

mechanizm oraz enzymy zaangazowane w formowanie dojrzatego 3’korica U6 snRNA oraz wszystkie
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funkcje tej grupy fosforanowej. Sugerowano, ize moze by¢ on zwigzany z formowaniem i

dojrzewaniem U6 snRNP [8].
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Rysunek 1. (A) Model 3D przewidzianej struktury ludzkiego biatka Usb1. Aminokwasy katalityczne z

motywu HXS/T zaznaczono na czerwono, pozostatem aminokwasy odpowiedzialne za
oddziatywanie z substratem na fioletowo. (B) Analiza potencjatu elektrostatycznego powierzchni
biatka wykazuje pozytywne natadowanie jednej z domen, co moze utatwia¢ oddziatywanie z
negatywnie natadowanym RNA. (C) Przyréwnanie sekwencji biatek z rodziny USB1 oraz wybranych
biatek z rodziny 2H fosfodiesteraz. Oznaczenie aminokwaséw wedtug nastepujacego schemat:
nienatadowane zaznaczono na z6tto; natadowane lub polarne sg zaznaczone na szaro; katalityczne
aminokwasy motywdéw HXT/S s3 zaznaczone na czerwono. Lokalizacje przewidzianych struktur
drugorzedowych zaznaczono nad sekwencjy. Oznaczenia gatunkéw: (Hs) Homo sapiens; (Sc)
Saccharomyces cerevisiae; (0Os) Oryza sativa; (Ao) Aspergillus oryzae; (Rn) Rattus norvegicus; (Am)
Apis mellifera; (Pf) Plasmodium falciparum; (Mm) Mus musculus; (Dm) Drosophila melanogaster;
(At) Arabidopsis thaliana; (Ph) Pyrococcus horikoshii; (Tt) Thermus thermophilus. Zrédto — publikacja

wtasna [13].
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Bioinformatyczne analizy przeprowadzone przez zespét Prof. Krzysztofa Ginalskiego
polegajace na przewidywaniu funkcji biatek poprzez ich modelowanie i szukanie podobieristw
strukturalnych z odlegtymi homologami pozwolito na wstepne sklasyfikowanie biatka kodowanego
przez ludzki gen C160rf57 oraz drozdzowy YLR132C jako potencjalne fosfodiesterazy (Rysunek 1C).
Metoda ta okazata sig¢ bardzo skuteczna w przewidywaniu aktywnosci enzymatycznych biatek o
nieznanych funkcjach [9-11]. Enzymy z nadrodziny fosfodiesteraz sa czesto zwigzane z
metabolizmem RNA (przyktadowo ligazy czy rybonukleazy) i posiadajag zachowang strukture
trzeciorzedowa. Zgodnie z tym, biatko kodowane przez gen C160rf57 posiada dwie topologicznie
réownowazne domeny zwane terminal lobe i transit lobe (Rysunek 1A, B) [12, 13].

Mimo znacznej réznorodnosci na poziomie sekwencji przedstawiciele rodziny 2H fosfodiesteraz
posiadajg zachowane motywy HXT/S (po jednym w kazdej domenie) z odpowiedzialnymi za
aktywnos¢ katalityczng histydynami oraz serynami (Rysunek 1A) [14]. Co istotne, analiza
powierzchni elektrostatycznej biatka Usb1 wykazata silne natadowanie dodatnie domeny terminal
lobe, ktéra moze by¢ kluczowa do rozpoznawania ujemnie natadowanego substratu, co dodatkowo
sugerowato jego potencjalny udziat w metabolizmie RNA (Rysunek 1B). Co ciekawe oba geny nie
posiadaty znanej funkcji, a ludzki gen jest zmutowany we wszystkich zidentyfikowanych dotychczas
przypadkach rzadkiej autosomalnej choroby genetycznej Poikilodermia z neutropenia (PN), z
zespotem cech zwigzanych z defektami skory - siateczkowatej pigmentaciji skory, bliznowatoséci oraz
wrodzonej hipertrofii i dystrofii paznokci, uposledzeniu wzrostu, podwyzszonym poziomem LDH,
znacznej leukopenii i neutropenii oraz czestymi infekcjami uktadu oddechowego [15-17].
Dodatkowo w innych jednostkach chorobowych o podobnym obrazie klinicznym: syndromie
Rothmunda-Thomsona (RTS) oraz Dyskeratosis congenita (DC) réwniez wykazano czeste
wystepowanie mutacji w genie C160rf57. Z kolei delecja drozdzowego genu YLR132C jest letalna, co
dodatkowo wskazuje na jego udziat w podstawowych procesach metabolicznych.

Skonstruowalismy szczep drozdzy wyrazajacy gen YLR132C pod kontrola regulowanego promotora
GAL, i wykazalismy, ze deplecja biatka powoduje zahamowanie wzrostu komérek. Nastepnie
przeprowadzilismy przeszukanie wysokokopijnej biblioteki genomowej S. cerevisiae w celu
znalezienia supresoréw fenotypu wzrostowego. Sekwencjonowanie zidentyfikowanych klonéw z
przywréconym fenotypem wzrostowym wykazato, ze nadekspresja U6 snRNA prowadzi do
przywrécenia wzrostu komdrek po deplecji biatka. Nastepnie wykorzystujac technike Norhern blot
wykazalismy, ze deplecja YLR132C prowadzi do specyficznego spadku poziomu U6 snRNA oraz

akumulacji prekursorowych czasteczek RNA z niewycietymi intronami. Obserwacje te $wiadczyty o
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istotnych zaburzeniach sktadania pre-mRNA w tych komoérkach, co potwierdzitem pdiniej
technikami in vitro, wykorzystujgc znakowane radioaktywnie pre-mRNA inkubowane z jadrowymi
ekstraktami z komérek WT oraz po deplecji biatka Usb1. Co ciekawe aktywno$¢ ekstraktow byta
czesciowo przywracana przez dodanie oczyszczonego U6 snRNA.

Nastepnie wykazatem, stosujac specyficzne inhibitory transkrypcji polimerazy RNA Ill, ze U6 snRNA
w komérkach pozbawionych Usb1 ma znacznie obnizong stabilnosé i skrécony czas péttrwania z 10
do 2,5 godzin (Rysunek 2). Dodatkowo analizy typu wydtuzania startera wykazaty, ze 5’-koniec U6

snRNA jest stabilny, zatem jest ono degradowane od 3’-kofica.
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Rysunek 2. Analiza typu northern blot, RNA wyizolowanego ze szczepu GAL::USB1 rosnacego na
podfozu permisywnym (YPGAL) oraz restrykcyjnym (YPD) po traktowaniu komérek tiolutyna. 5.8S
rRNA wykorzystano jako kontrole ilosci RNA, a pre-tRNA (Leu, CAA) jako marker odpowiedzi
komorek na inhibitor transkrypcji. Analizy ilosciowe eksperymentéw typu northern blot dla U6
snRNA (normalizowane do 5.85 rRNA) przedstawionych na panelu A i B. Wykresy pokazuja
wzgledny poziom transkryptu U6 snRNA w komérkach kontrolnych oraz po traktowaniu tiolutyna,
normalizowanych do 5.85 rRNA. Na wykresie zaznaczono linie trendu oraz  wartosci
wspotczynnika korelacji (R). Zrédto — publikacja wtasna [13].
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Szukajac przyczyn niestabilnosci tego RNA przeprowadzitem analizy poréwnawcze U6 snRNA z
wykorzystaniem wysokorozdzielczej techniki Northern blot. RNA wyizolowane z komérek WT oraz
po deplecji USB1 poddatem dziataniu enzymdéw usuwajgcych reszty fosforanowe z 3’-korica: SAP
(alkalicznej fosfatazy - usuwajgcej fosforan przy weglu 2’ oraz 3’), PNK (kinazy polinukleotydowej -
usuwajacej fosforan przy weglu 3’) oraz HCl (w celu otworzenia potencjalnego cyklicznego
fosforanu), a nastepnie po rozdziale w zelu sekwencyjnym byto analizowane technika Northern blot
(Rysunek 3A, B). Te doswiadczenia pozwolity na odkrycie, ze aktywnosé Usb1 jest konieczna do
obecnosci reszty fosforanowej na 3’ koricu RNA, a w komérkach pozbawionych tego biatka jest ono

zakoniczone grupami hydroksylowymi w pozycjach 2’ i 3’ (Rysunek 3A, B).
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Rysunek 3. Analiza statusu fosforylacji 3’-koficéw U6 snRNA. (A) Catkowite RNA wyizolowane ze
szczepu WT (Sciezki 1-4) oraz GAL::USB1+pU6 rosngcego na podtozu restrykcyjnym (YPD; $ciezki 5-
8) traktowano HCI (w celu otwarcia potencjalnego cyklicznego fosforanu) oraz SAP (w celu usuniecia
3’ fosforanéw), a nastepnie poddano rozdziatowi w zelach sekwencyjnych oraz analizie typu
Northern blot. (B) Catkowite RNA wyizolowane ze szczepu GAL::USB1 rosngcego na podtozu YGAL
(Sciezki 1-4) oraz WT (Sciezki 5-8) rosnacego na podtozu restrykcyjnym YPD; traktowano enzymami
SAP (w celu usuniecia 3’ fosforanéw) oraz PNK (usuwajacej fosforan przy weglu 2’ oraz 3’), a
nastepnie poddano rozdziatowi w zelach sekwencyjnych oraz analizie typu Northern blot. Zrédto —
publikacja wtasna [13].

Kolejnym modelem badawczym, ktéry zastosowatem byty komorki ludzkie. Wykazatem, ze
ludzkie biatko Usbl lokalizuje sie w jadrze komdrkowym. Nastepnie, wykorzystujgc siRNA,
wyciszytem ekspresje Usb1 i przeanalizowatem fenotypy U6 snRNA. Zauwazali$my, ze brak biatka
Usbl powoduje zwigkszenie heterogennosci U6 snRNA, zas dalsze analizy biochemiczne statutu
fosforylacji 3’-korica RNA wykazaty, ze jest on niezbedny do formowania reszty cyklicznego
fosforanu. W komérkach ludzkich, istnieje dedykowana niekanoniczna polimeraza poli(U) (ncPUP)
TENT1 (TUT1), ktérej gtdwng funkcja jest urydylacja nowopowstatych czasteczek U6 snRNA,
zakonczonych grupami —OH, co w konsekwencji prowadzi do wydtuzenia i stabilizacji tych
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transkryptéow [18, 19]. Dzieki temu mechanizmowi, w odréznieniu od komérek drozdzy w
komadrkach ludzkich, deplecja biatka hUsb1, nie skraca znaczaco okresu péttrwania tego RNA, co
sprawdzitem za pomocga znakowania tiourydyng in vivo, a nastepnie biotynylacji, oczyszczenia RNA
z uzyciem ztoza ze streptawidyng i jego dalszej ilosciowej analizy technika northern blot.

Brak Usb1 nie wptywa tez znaczaco na obnizenie aktywnosci splicingowej ekstraktow jadrowych in
vitro. Dodatkowo wysokoprzepustowe analizy typu RNA-seq (lllumina) wykazaty brak akumulacji
pre-mRNA w komdrkach po wyciszeniu hUSb1 za pomocg siRNA (Mroczek, Dziembowski, dane
niepublikowane).

Moje badania dotyczyly réwniez innych enzymdéw potencjalnie zaangazowanych w
formowanie dojrzatego 3’-korica czgsteczki U6 snRNA takich jak TENT1 oraz RTCD1 (cyklaza 3’
koricowego fosforanu RNA). Wykazatem, ze dodawanie reszt urydynowych do 3’-koricéw U6 snRNA
nie ma znaczenia dla formowania reszt cyklicznego fosforanu (U>P), a takze wykluczyliSmy udziat
RTCD1 w tym procesie, ktory byt wczesniej postulowany przez innych badaczy [20]. Byly to pierwsze
eksperymentalne dane, wykluczajace udziat tych enzyméw w forowaniu 3’-korica U6 snRNA.

Uzyskane dane eksperymentalne pozwolity na zaproponowanie mechanizmu reakcji
przeprowadzanej przez 3’-5’ egzorybonukleaze Usb1, ktéry okazat si¢ bardzo zblizony do dziatania
RNazy A (Rysunek 4). Podczas reakcji dochodzi do nukleofilowego ataku reszt histydynowych na
grupe fosforanowa, co prowadzi do wytworzenia struktury cyklicznego fosforanu, ktéry ulega
stabilizacji w centrum aktywnym przez oddziatywanie z konserwowanymi serynami. W
konsekwencji prowadzi to do przeciecia wigzania P-0°' i usunigcia ostatniej urydyny. W nastgpnym
etapie (zachodzagcym tylko w komérkach drozdzy) struktura 2’3’-cyklicznego fosforanu ulega
hydrolizie z utworzeniem reszty fosforanowej 3’ w reakcji podobnej do tej przeprowadzanej przez
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Rysunek 4. Proponowany mechanizm reakgji katalizowany przez hUSB1. Atak nukleofilowy na grupe
fosforanowa powoduje utworzenie reszty cyklicznego fosforanu. Grupy zaangazowane w pierwszy i
drugi etap reakcji s3 pokazane odpowiednio w kolorze zielonym i karmazynowym, z kolei reszty
katalityczne sg oznaczone na niebiesko. Zrédto — publikacja wtasna [13].
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Prace innych grup badawczych potwierdzity uzyskane przez nas wyniki, w tym zaproponowany
model aktywnosci katalitycznej [21, 22]. Poprawno$¢ zaproponowanego modelu biatka Usb1 zostata
potwierdzona przez struktury krystaliczne uzyskane przez niezalezne laboratoria [22, 23]. Co
ciekawe, obecnos¢ grupy fosforanowej na 3’-koricu U6 snRNA ma kluczowe znaczenie nie tylko dla
stabilnosci tych czasteczek, co wykazaty nasze badania, ale réwniez dziata hamujaco na aktywnosé
enzymu Usb1, chronigc 3’-koniec przed nadmierng degradacja. Dodatkowo badania in vitro
wykazaty, ze obecno$¢ grup cyklicznego fosforanu (w komérkach ludzkich) oraz 3’-fosforanu (w
drozdzach) zwigksza powinowactwo i preferencyjne wigzanie kompleksu biatek Lsm2-8 do 3’-korica
U6 snRNA, co w dalszej kolejnosci umozliwia powstanie U4/U6 di-snRNP oraz trimeru U4/U6.U5 tri-
snRNP [23, 24]. Jednoczesnie 3’-koricowy fosforan blokuje ponowne wigzanie biatek Lhp1/La.
Oznacza to, ze czasteczki RNA niezwigzane przez biatka Lsm, s ostatecznie bardziej narazone na
egzonukleolityczng degradacje 3’->5’, wykonywana najprawdopodobniej przez system kontroli
jakosci RNA przez system TRAMP oraz gtéwng egzorybonukleaze, kompleks egzosomu. Co ciekawe,
zaobserwowano, ze w komérkach pacjentéw chorujacych na PN dochodzi do akumulacji czasteczek
U6 snRNA poliadenylowanych na 3’-koricach, ktére moga by¢ degradowane przez kompleks
egzosomu [17, 22]. Dotychczas nie poznano molekularnych mechanizméw wigzacych biatko Usb1 z
chorobg PN czy innymi jednostkami chorobowymi, w ktérych identyfikuje sie mutacje w tym genie.
Uwaza sig, ze przyczyng moga byc¢ subtelne zmiany pozioméw U6 snRNA prowadzace do zaburzenia
sktadania pre-mRNA w okreslonych tkankach na pewnych etapach rozwoju. Inng alternatywg jest
to, ze USB1 wptywa na poziomy innych czasteczki RNA posiadajgcych cykliczny fosforan na 3’-koricu

(SRP lub MRP RNA) [22].

Podsumowujac, moje badania pozwolity na identyfikacje 3’-5’ egzorybonukleazy Usb1 (U Six -
biogenesis 1) zaangaiowanej w usuwanie ostatniego nukleotydu z 3’-korica U6 snRNA. Od 2012
Usb1 jest nowa, oficjalng nazwa ludzkiego genu C160rf57 (HGNC:25792) oraz drozdzowego genu
YLR132C.

2. Identyfikacja biatka Tex1, jako nowej podjednostki kompleksu THO, zaangazowanego w eksport

mRNA z jadra komdrkowego oraz identyfikacja domeny biatka Tho2 odpowiedzialnej za rekrutacje

tego kompleksu do aktywnej transkrypcyjnie chromatyny. Publikacja nr 3 — do$wiadczalna.
Eksport mRNA z jadra komdrkowego jest jednym z kluczowych etapdéw ekspresji gendw w

komérkach eukariotycznych, umozliwiajgcym wyrazenie informacji genetycznej zakodowanej w
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RNA syntetyzowanym w jadrze komérkowym w trakcie translacji odbywajacej sie¢ na terenie
cytoplazmy [25, 26]. Nowopowstate czasteczki mRNA w jadrze komoérkowym ulegajg licznym
przemianom obejmujgcym formowanie 5’ (dodanie czapeczki) i 3’ korica (cigcie i poliadenylacja) czy
usunieciu intronéw. Podczas tych proceséw czasteczki mRNA podlegaja dynamicznym zmianom
struktury drugorzedowej determinowanym wigzaniem licznych biatek, tworzac finalnie kompleksy
rybonukleoproteinowe (mRNP), dzieki czemu moga oddziatywac z podjednostkami kompleksu pora
jadrowego NPC (ang. Nuclear pore complexes) i w konsekwencji ulec eksportowi na teren
cytoplazmy [27]. Jednym z podstawowych czynnikdw biorgcych udziat w tym niezwykle ztozonym
procesie jest konserwowany ewolucyjnie kompleks THO [28]. W komérkach drozdzowych jego
gtéwna funkcja polega na kotranskrypcyjnym rekrutowaniu biatek bedacych czynnikami eksportu
mRNA - Yral (biatko adaptorowe wigzagce mRNA) oraz Sub2 (helikaza typu DEAD-box). W ten sposdb,
wraz z dodatkowymi biatkami towarzyszagcymi tworzy tzw. kompleks TREX (ang. TRanscription
EXport) zaangazowany w funkcjonalne sprzeganie réznych etapéw biogenezy mRNA [29].
Dodatkowo kompleks THO w drozdzach jest konieczny do wydajnej poliadenylacji 3’-korica
RNA przez kanoniczng polimeraze poli(A) (PAP1) oraz moze by¢ zaangazowany w koordynacje
obrébki RNA oraz uwalniania nowego mRNA z genu. Badania, w ktérych bratem udziat wykazaty,
ze kompleks THO jest w istocie heteropentamerem, a nie jak dotychczas uwazano
heterotetramerem, i oprécz podjednostek Tho2, Hprl, Mftl oraz Thp2, jego integralng czesc
stanowi biatko Tex1 [30, 31]. Wykorzystujgc technike mikroskopii elektronowej w niskich
temperaturach (ang: cryo-EM with negative staining), a takze wyznaczanie struktury drugorzedowej
biatek metoda dichroizmu kotowego CD, immunomikroskopii oraz znakowania biatkiem Dyn2/DID

(dynein light chain-interacting domain) oraz mikroskopii elektronowej [32], okreslilismy ksztatt

A Tho2 C-terminus

Rysunek 5. (A) Struktura 3D kompleksu THO, z
zaznaczong lokalizacjg biatek Hprl, Tex1 oraz C-
koricowg domeng Tho2. (B) Cztery rzuty
prostopadte rekonstrukcji 3D kompleksu THO.
Zaznaczono skale 100A. Zrédto — publikacja wtasna
[31].
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pieciosktadnikowego kompleksu THO, w rozdzielczosci okoto 15A (Rysunek 5) [31]. Ma on
wydtuzony, pateczkowaty ksztatt (dtugosé: ~220 A i szerokoéé: ~115 A), z dwoma
charakterystycznymi wypustkami posrodku, z ktérych jedng stanowi C-koricowa domena biatka
Tho2 istotna do petnienia jego funkgcji fizjologicznych. Dodatkowo zlokalizowali$émy potfozenie
podjednostek Tex1, Hprl [31]. Badania z wykorzystaniem technik biologii strukturalnej prowadzono
we wspotpracy z Prof. José Maria Valpuestg (CSCN, Madryt).

W pracy wykazalisSmy réwniez, ze kompleks THO bezposrednio oddziatuje z aktywng transkrypcyjnie
chromatyng. W tym celu wykorzystalismy komérki drozdzy wyrazajace biatka Hprl, Thp2 i Mtfl w
fuzji ze znacznikiem TAP w szczepie WT oraz szczepie niosgcym mutacje Tho2A1408-1597
pozbawionym domeny oddziatujgcej z kwasami nukleinowymi. Do analizy rekrutacji kompleksu THO
do aktywnej transkrypcyjnie chromatyny wykorzystalismy gen HSP104, ktérego ekspresja jest silnie
aktywowana podczas indukcji szoku cieplnego. Co wazne poziom i kinetyka indukcji genu HSP104
byty na podobnym poziomie we wszystkich badanych szczepach, co potwierdzono analizujac ilo$¢
powstatego mRNA technikg northern blot oraz ilos¢ i rozktad polimerazy RNA Il (RNAPII) zwigzanej
wzdtuz genu podczas indukcji odpowiedzi na szok cieplny.

Wykorzystujac technike immunoprecypitacji chromatyny (ChIP) wykazatem, ze kompleks THO wigze
si¢ do aktywnego transkrypcyjnie locus genu HSP104 i jest to zalezne od obecnosci C-koricowej
domeny podjednostki Tho2 i jego wigzanie zachodzi gtéwnie w rejonie 3’-korica genu. Nasze dane
s zgodne z danymi literaturowymi uzyskanymi w wysokprzepustowych analizach oraz fizjologiczna
funkcjg tego kompleksu [33]. Co istotne wigzanie podjednostki Hrpl jest zalezne od RNA, co
wykazaty eksperymenty z wykorzystaniem RNazy. Brak wigzania kompleksu THO do chromatyny nie
ma wptywu na kinetyke transkrypcji oraz tempo degradacji po powrocie komérek z warunkéw szoku
cieplnego (42°C) do temperatury permisywnej (25°C).

Zdolno$¢ wigzania kwaséw nukleinowych (RNA, ssDNA oraz dsDNA) przez C-koricowa
nieustrukturyzowang domene biatka Tho2 (aminokwasy: 1408-1597) zostata potwierdzona
eksperymentami in vitro polegajacymi na sieciowaniu biatek Tho2 (wariant o petnej dtugosci oraz ze
skrocong domeng C-koricowg) z radioaktywnie znakowanymi kwasami nukleinowymi z uzyciem
$wiatta UV. Dodatkowo wykazalismy, ze fragment 1271-1597 biatka Tho2 petni istotng role w
umozliwieniu przezycia komérkom drozdzy w temperaturze restrykcyjnej (37°C). W dalszych testach
fenotypowych stwierdzilismy zaleznos¢ pomiedzy funkcjonalnym kompleksem THO, a ekspresja
genu reporterowego B-galaktozydazy, ktérego aktywnosé byta znaczaco obnizona we wszystkich

badanych szczepach z mutacjami w genach kodujacych podjednostki kompleksu THO (Tho2A140s-
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1597, Tho2A1271-1507, ATexl oraz  ATho2). Dodatkowo stwierdzilismy, ze aktywno$é genu
reporterowego zalezy gtéwnie od biatka Tho2. W dalszej kolejnosci opisalismy podwyzszony poziom

czestosci rekombinacji zwigzanej z transkrypcjg w mutantach kompleksu THO.

Podsumowujac, wyniki opisane w pracy pozwolity na lepsze zrozumienie mechanizmu eksportu
mRNA oraz w znaczacy sposob przyczynily sie do zrozumienia mechanistycznego dziatania

kompleksu THO w komérkach drozdzy Saccharomyces cerevisiae.

3. Opracowanie metody ilosciowego badania transkrypcji w drozdzach Saccharomyces cerevisiae

— qTRO (transcriptional run-on). Publikacja nr 4 - doswiadczalna.

Poréwnawcze analizy transkrypcyjne wymagaja odpowiednich i precyzyjnych metod aby by¢
wiarygodnymi. W celu badania dynamiki transkrypcji genéw kodujacych rRNA opracowalismy
modyfikacje jednej z podstawowych metod badania poziomu ekspresji genéw w drozdzach tzw.
transcriptional run-on (TRO) [34]. Udoskonaleniami, ktére wprowadzilismy do klasycznego
protokotu TRO s3: zbieranie réwnej liczby komoérek dla kazdego warunku eksperymentalnego /
szczepu; wprowadzenie nowej standaryzacji do etapdw izolacji RNA i hybrydyzacji polegajacej na
dodawaniu egzogennego, transkrybowanego in vitro radioaktywnego mRNA (tzw. spike-in) do
kazdej probki podczas homogenizacji komérek; zaprojektowaniu zestawu nowych,
wystandaryzowanych sond oligonukleotydowych komplementarnych do transkryptow rRNA
(Rysunek 6) [34]. Dzieki temu, technike te nazwali$my iloSciowym TRO — qTRO (ang: quantitative
TRO) i w powigzaniu z technikg immunoprecypitacji chromatyny (ChIP), ktéra pozwala na ilosciowe
zbadanie rozktadu polimerazy RNA wzdtuz genu, moze ona dostarczy¢ wiarygodnych danych
dotyczacych transkrypcji badanego genu.

Opracowana metoda zostata z powodzeniem przetestowana w badaniu transkrypcji gendw rDNA w
odpowiedzi na stres oksydacyjny i w dwdch mutantach Saccharomyces cerevisiae z zaburzong
syntezg rRNA: mutancie z delecjg podjednostki kompleksu RNA Pol | (rpa124) oraz z delecjg czynnika
elongacji transkrypcji (spt44). Wykorzystujac te technike wykazalismy, ze tempo transkrypcji 35S
rRNA nie jest rownomierne i s3 dwa rejony w obrebie 18S i 25S rRNA o podwyzszonej aktywnosci
transkrypcyjnej RNAPI oraz region w obrebie 5.85 o znacznym spadku aktywnosci. Nastepnie
zbadatem rozktad polimerazy RNA | wzdtuz genu rDNA wykorzystujac technike ChIP-qPCR, co
pozwolifo na wykazanie profilu dystrybucji kompleksu polimerazy wzdtuz genu rDNA oraz wykazanie

jego zmian ilosciowych w odpowiedzi na stres oksydacyjny. Pozwolito to na stwierdzenie pozytywnej
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korelacji pomiedzy ilosciag nowopowstatego transkryptu 35S rRNA, a profilem rozktadu polimerazy

RNA | wzdtuz genu.
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A B
1 2
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Rysunek 6. (A) Gtéwne zatozenia techniki qTRO. (B) Przyktadowy wynik hybrydyzacji
wyznakowanego radioaktywnie RNA z sondami komplementarnymi do rdéinych rejonéw
immobilizowanymi na membranie. Sygnat uzyskany dla AtLSM1 (zaznaczony czerwona ramka)
pozwala na normalizacje hybrydyzacji pomiedzy réznymi membranami. Zrédto — publikacja wtasna
[34].

4. Eksperymentalna identyfikacja enzymatycznej aktywnosci oraz funkcji nowej ludzkiej
niekanonicznej polimerazy poli(A) TENT5C (Fam46C), ktérej mutacje prowadza do rozwoju
szpiczaka mnogiego (MM; multiple myeloma), nowotworu komérek plazmatycznych. Publikacje:

nr 5 - doswiadczalna i nr 6 — przegladowa.

Poliadenylacja jest jednym z kluczowych proceséw zwigzanych z obrébka i formowaniem
3’ korica RNA, majacym znaczenie dla jego stabilnosci. Zdecydowana wigkszos¢ mRNA jest
modyfikowana przez kanoniczne polimerazy poli(A) (PAP), dodajagce niematrycowe reszty
adenozyny do korica 3’ czasteczki RNA. Proces ten zachodzi na terenie jadra komérkowego i jest
powiazany z terminacja transkrypcji. Okazuje sie jednak, ze taki rodzaj posttranskrypcyjnej
modyfikacji 3’-korica RNA moze zachodzi¢ réwniez na terenie cytoplazmy, jest to proces w stanie
réwnowagi dynamicznej z deadenylacja, a oprécz adenin moga by¢ dodawane réwniez reszty urydyn
oraz guanin, co ma kluczowe znaczenie dla dalszych loséw tego RNA w komérce. Najnowsze badania
wykazaty istnienie w komérkach ludzkich kilku niekanonicznych polimeraz poli(A) i poli(U) (ncPAP,
ncPUP), ktérych funkcje wskazujg na ogromne znaczenie tych enzyméw w regulacji ekspresiji
informaciji genetycznej. Przyktadami moga by¢ TENT2 (Gld2) petniacy role aktywatora translacyjnie

nieaktywnych matczynych transkryptéw podczas wczesnego rozwoju zarodkowego Xenopus laevis
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[35] lub TENT3A/3B (TUT4/7) odpowiedzialne za kierowanie transkryptéw do degradacji poprzez ich
urydylacje oraz regulacje procesu transpozycji LINE-1 w komdrkach ludzkich [36, 37]. Z kolei
dodawanie ogonéw zawierajacych oprdcz adenin reszty guanozyny przez TENT4A (PAPD7) oraz
TENT4B (PAPDS5) powoduje hamowanie procesu deadenylacji mRNA przez kompleks CCR4-NOT i
wptywa na zwigkszenie okresu péttrwania modyfikowanych czgsteczek [38].

Analizy bioinformatyczne przeprowadzone przez grupe Profesora Krzysztofa Ginalskiego,
pozwolity na sklasyfikowanie ludzkich biatek TENT5, wczesniej znanych jako Fam46 (ang: Family with
sequence similarity 46), jako nukleotydylotransferaz (transferaz nukleotydéw terminalnych),
mogacych mie¢ aktywnos¢ poli(A) lub poli(U) polimeraz [39, 40]. Rodzina TENTS obejmuje u ludzi
cztery rézne paralogi TENTS5A, B, C oraz D, ktérych funkcja enzymatyczna nie byta dotychczas
poznana. Wszystkie biatka tej rodziny majg takg samg architekture i kazde zawiera jedng domene
katalityczng i, w odréznieniu od kanonicznych PAP, nie posiadajg one domen wigzacych RNA. Co
ciekawe, mutacje mysiego ortologa powoduja zaburzenia proceséw erytropoezy (zaobserwowano
fenotyp anemii) oraz spermatogenezy. Badania przeprowadzone w ramach studiéw doktoranckich
przez Meng Tian (laboratorium Prof. Marka Fleminga; Uniwersytet Harvarda) sugerowaty, ze biatko
to jest czynnikiem stabilizacji RNA poprzez oddziatywanie z biatkiem wigzagcym sie do traktéw
poliadeninowych - PABC1 [41]. Zaproponowany w rozprawie doktorskiej model aktywnosci biatka
TENTSC wydawat, sie jednak mocno dyskusyjny. Sekwencjonowanie wyskoprzepustowe typu WGS
(ang: whole-genome sequencing) oraz WES (ang: whole-exome sequencing) kilkuset genomoéw
ludzkich komérek nowotworowych wykazaty, ze gen TENT5C jest jednym z najczesciej zmutowanych
gendw (po onkogenach KRAS, NRAS) w szpiczaku mnogim (MM), nowotworze kraficowo
zroznicowanych limfocytéw B, charakteryzujgcym sie klonalng proliferacja atypowych plazmocytéw,
zwykle produkujacych znaczne ilosci nieprawidtowych przeciwciat monoklonalnych [36, 42, 43]. Jest
to drugi z najczesciej wystepujacych nowotworéw hematologicznych, ktéry pomimo ogromnych
postepow w metodach terapii, wcigz jest chorobg nieuleczalng. Dotychczas zidentyfikowano
kilkadziesiat réznego typu mutacji w TENT5C i zwykle s3 to mutacje powodujace utrate funkcji
enzymu. Zaklasyfikowano je jako tzw. mutacje kierujace (ang. driver mutation), indukujgce zmiany
fenotypu, przyspieszajgce rozwdéj choroby oraz obnizajgce $redni czas przezycia pacjenta.
Przeprowadzone przeze mnie analizy aktywnosci in vitro z uzyciem substratu RNA oraz
oczyszczonych rekombinowanych biatek TENT5 wykazaty, ze TENT5C i D sg aktywnymi polimerazami
poli(A) w obecnosci ATP i kationdw dwuwartosciowych (Mn?*) [44]. Analizy in vitro pozwolity

potwierdzi¢ przewidziane bioinformatycznie aminokwasy odpowiedzialne za funkcje katalityczne.
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Nastepnie, uzyskatem stabilne linie komérkowe Hek293 (system Flip-in) wyrazajace biatko TENTSC
(WT oraz mutanta katalitycznego) w fuzji ze znacznikiem GFP, co pozwolito na wykazanie jadrowo-
cytoplazmatycznej lokalizacji wewnatrzkomérkowej. Dodatkowo wykorzystatem wspomniane linie
komérkowe do identyfikacji interaktoréw biatek TENT5C za pomoca techniki immunoprecypitacji z
uzyciem ztoza z immobilizowanymi przeciwciatami rozpoznajacymi znacznik GFP, sprzezonej z
analizg typu spektrometrii mas. WykazaliSmy w ten sposéb, ze biatka TENT5C potencjalnie moga
tworzy¢ heterodimery, nie wchodza w sktad stabilnych komplekséw oraz wytypowatem biatka BCCIP
oraz PABPC1 jako potencjalne interaktory. Dodatkowo wykorzystujgc sieciowanie biatko-RNA za
pomoca $wiatta UV oraz immunoprecypitacji wykazatem, ze TENT5C oddziatuje z RNA in vivo [44].
W celu stwierdzenia wptywu TENT5C na czasteczki RNA, z ktérymi oddziatuje wykorzystatem tzw.
tethering assay, polegajacy na wyrazeniu w komdrkach genu reporterowego ze zmodyfikowanym
UTR posiadajacym sekwencje szpilek typu 5box oraz konstruktu badanego biatka w fuzji z peptydem
N (rozpoznajacym struktury typu Sbox), wymuszajagc w ten sposdb jego oddziatywanie z RNA.
Eksperymenty te wykazaly, ze TENTSC powoduje zwigkszenie poziomu ekspresji genu
reporterowego oraz wydtuzenie dtugosci jego ogona poli(A) [44]. W zwigzku z tym, ze TENTSC jest
czgsto zmutowany w szpiczaku mnogim sprawdzitem efekt jego reintrodukcji do komérek linii
nowotworowych tego typu hodowanych in vitro. W tym celu opracowaliémy we wspétpracy z Prof.
dr hab. Dominika Nowis (CENT), zmodyfikowane wektory lentiwirusowe i zoptymalizowalismy
warunki transdukcji komérek (MM). Pozwolito to na wykazanie, ze ekspresja dzikiego TENTSC, a nie
mutanta katalitycznego, jest dla komdrek szpiczaka mnogiego nie tylko cytotoksyczna, ale prowadzi
rowniez do $mierci komdrkowej na drodze apoptozy. Co istotne ekspresja innych niekanonicznych
polimeraz poli(A) lub ekspresja TENT5C w innych typach komdrek nie powodowata takiego efektu.
Wykazatem w ten sposéb, ze TENT5C jest specyficznym supresorem tego typu nowotworu [44].
Badania te zostaty pozniej potwierdzone przez inna grupe badawczg [45]. Kluczowym problemem
pozostawata identyfikacja substratow tego enzymu. W tym celu zastosowatem wysokoprzepustowe
sekwencjonowanie RNA z komoérek szpiczaka mnogiego nadeksprymujacych TENTS5C WT oraz
mutanta katalitycznego. Kolejnym krokiem, ktéry zastosowatem byto frakcjonowanie RNA w
zaleznosci od dtugosci ogona poli(A) z wykorzystaniem zmodyfikowanych oligonukleotydéw oraz
buforéw o réznej sile jonowej. Nastepnie przygotowatem biblioteki i zsekwencjonowatem RNA z
frakcji wejsciowej oraz dwoch frakceji zawierajgcych RNA z najdtuzszymi ogonami poli(A). Dzieki

temu udato mi sig zidentyfikowac ok. 400 transkryptdéw, ktére ulegajg poliadenylacji przez TENT5C
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w dwdch liniach komérkowych MM, a nastepnie w wybranych przypadkach potwierdzi¢ ten efekt z

uzyciem metod niskoprzepustowych takich jak ciecie RNaza H i Northern blot (Rysunek 7).
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Rysunek 7. (A) Analiza zmian transkryptomu komoérek szpiczaka mnogiego (MM) SKMM1 po
nadekspresji dzikiej kopii genu TENT5C (Fam46C). Transkrypty zmienione w istotnie statystyczny
sposdéb zaznaczono kolorem czerwonym, transkrypty zidentyfikowane jako substraty w
eksperymencie opartym o frakcjonowanie RNA zgodnie z dtugoscia ogondéw poli(A), zaznaczono na
zielono. (B) Analiza typu northern blot wybranych transkryptéw (SRR4, CD320, FTL, RN7) w
komadrkach MM - SKMM1, H929 oraz RAJI (chtoniak Burkitta) po wprowadzeniu dzikiej, katalitycznie
nieaktywnej kopii TENT5C oraz transgenu kodujacego GFP. Zrédto — publikacja wiasna [44].

Co ciekawe, analiza typu functional annotation zidentyfikowanych transkryptéw mRNA
wykazata, ze kodujg one biatka przechodzace przez retikulum endoplazmatyczne (ER), a same mRNA
sa relatywnie krétkie oraz maja krdtkie, bogate w motywy GpU i CpU, sekwencje 3’ UTR.

Aby badaé fizjologiczna role TENT5C na poziomie organizmu skonstruowano w naszym laboratorium
we wspotpracy z Prof. dr hab. Ewa Borsuk (Zaktad Embriologii, Wydziat Biologii Uniwersytetu
Warszawskiego) oraz Zwierzetarnia Wydziatu Biologii Uniwersytetu Warszawskiego, za pomoca
techniki CRISPR/Cas9 mutanty typu knock-out (KO) oraz knock-in (FLAG, 3xFLAG oraz GFP) genu
TENTSC. Myszy TENT5C KO nie wykazuja, zadnych szkodliwych fenotypéw wzrostowych czy
widocznych zmian morfologicznych. Fenotypowanie tych myszy wykazato nieprawidtowosci
hematologiczne polegajace na lekkiej anemii mikrocytarnej (obnizony poziom hemoglobiny, MHC,
MCHC oraz MCV), bedacej efektem probleméw z synteza hemoglobiny, a nie wynikajacej z
niedoboru zelaza [44]. Obserwacje te s3 zgodne z wcze$niej opisywanym w rozprawie doktorskiej

Meng Tian (Uniwersytet Harvarda) fenotypem [41].
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W dalszej kolejnosci, wykazatem ze poziom ekspresji TENT5C wzrasta podczas aktywacji komérek B,
a nastgpnie potwierdzitem jego cytoplazmatyczng lokalizacje uzywajac technik opartych na
frakcjonowaniu komérek. Analizy proliferacji aktywowanych limfocytéw B oparte na barwieniu
komérek CFSE (carboxyfluorescein succinimidyl ester) oraz ich pomiarach cytometrycznych
ujawnity, ze TENTSC w sposéb negatywny reguluje tempo wzrostu [44]. Dodatkowo wyciszenie
ekspresji TENTSC w komérkach MM posiadajacych endogenng dzika kopie tego genu, prowadzi do
przyspieszenia ich tempa wzrostu. Obserwacja ta wyjasnia po czesci, dlaczego ten gen jest tak
istotny dla progresji szpiczaka mnogiego, a jego mutacje sg sklasyfikowane jako tzw. mutacje

kierujgce w tym typie nowotworu.

Podsumowujac, nasze badania pozwolity na wykazanie enzymatycznej funkcji biatka kodowanego
przez genu TENT5C (Fam46C), co doprowadzito do dyskusji, w rezultacie ktérej nastapita zmiana
nomenklatury genéw kodujgcych niekanoniczne poli(A) polimerazy. Zaproponowane nowe nazwy
- TENT (ang. Terminal Nucleotidyltransferase) odzwierciedlajg funkcje enzymatyczne petnione
przez te biatka oraz uporzadkowaty nomenklature w ramach tej grupy enzyméw. Nazwa TENT5C
zastgpita Fam46C, a zmiany w nomenklaturze HUGO wprowadzono 12 kwietnia 2018 roku (ID:
HGNC:24712). Moje badania pozwolity na eksperymentalne potwierdzenie bioinformatycznych
przewidywar i rozszerzenie listy ludzkich niekanonicznych poli(A) polimeraz z 7 biatek (PAPD4, U6
TUTaza, mtPAP , GLD4, POLS, ZCCHC6 i ZCCHC11) do 11 (dodatkowo TENT5A, TENT5B, TENTSC,
TENT5D).

5. Omdwienie pozostatych osiagnigé naukowo - badawczych.
5.1 Dane bibliometryczne:

Sumaryczny wspotczynnik oddziatywania (IF) czasopism, w ktérych ukazaty sie publikacje nie

wchodzace w sktad osiggnigcia naukowego, zgodnie z rokiem opublikowania — 59,446.

Sumaryczna liczba punktéw MNiSW za publikacje nie wchodzace w sktad osiagniecia naukowego —
160.

Liczba cytowan publikacji nie wchodzacych w sktad osiggnigcia naukowego do dnia 12.04.2019: wg
bazy Web of Science — 151; wg Google Scholar — 197.
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5.2 Lista publikacji niebedacych podstawg wniosku o wszczecie postepowania habilitacyjnego

1. Mistargeted mitochondrial proteins activate a proteostatic response in the cytosol. Wrobel L,
Topf U, Bragoszewski P, Wiese S, Sztolsztener ME, Oeljeklaus S, Varabyova A, Lirski M, Chroscicki P,
Mroczek S, Januszewicz E, Dziembowski A, Koblowska M, Warscheid B, Chacinska A. Nature. 2015
Aug 27;524(7566):485-8.

IF2015 — 38.138; IFs-jetni — 44.959; punktacja MNiSW2018 — 50; liczba cytowar: wg bazy Web of Science
—96; wg Google Scholar — 120.

2. Anovel route for preparing 5’cap mimics and capped RNAs: phosphate-modified cap analogues
obtained via click chemistry; Walczak S, Nowicka A, Kubacka D, Fac K, Wanat P, Mroczek S,
Kowalska J, Jemielity J; Chem Sci. 2017 Jan 1;8(1):260-267.

IF2017 = 9.063; IFs.ietni — 8.757; punktacja MNiSW2018 — 40; liczba cytowan: wg bazy Web of Science —

11; wg Google Scholar — 12.

3. Increased levels of RNA oxidation enhance the reversion frequency in aging pro-apoptotic yeast
mutants. Stirpe M, Palermo V, Ferrari M, Mroczek S, Kufel J, Falcone C, Mazzoni C.; Apoptosis. 2017
Feb;22(2):200-206.

IF2017 — 3.967; IFs.ietni — 3.812; punktacja MNiSW2018 — 30; liczba cytowan: wg bazy Web of Science —
2; wg Google Scholar — 4. Wyniki opublikowane w tej pracy uzyskano podczas wykonywania pracy

doktorskiej.

4. Apoptotic signals induce specific degradation of ribosomal RNA in yeast. Mroczek S, Kufel J.
Nucleic Acids Res. 2008 May;36(9):2874-88.

IF2008 — 8.278; IFs.ietni — 10.235; punktacja MNiSWz018 — 40; liczba cytowan: wg bazy Web of Science
— 42; wg Google Scholar — 61. Wyniki opublikowane w tej pracy uzyskano podczas wykonywania

pracy doktorskiej.

5.3 Krotkie streszczenie osiggniec naukowych niebedacych podstawa wniosku o wszczecie

postepowania habilitacyjnego
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1. Opisanie nowego mechanizmu chronigcego komérki drozdzy przed skutkami zaburzen
importu biatek do mitochondriéw - UPRam (ang. Unfolded Protein Response activated by

mistargeted proteins). Publikacja nr 1.

Mitochondria to struktury wewngtrzkomdrkowe odpowiedzialne za produkcje energii.
Pomimo Zze posiadajg wtasny relatywnie niewielki genom wigkszos¢ biatek niezbednych do ich
prawidtowego funkcjonowania jest importowana z cytozolu. W pracy opisano po raz pierwszy
istnienie mechanizméw bronigcych komérki przed akumulacjg biatek mitochondrialnych, ktére nie
zostaty dostarczone do organellum. Mechanizm ten nazwano UPRam (ang. Unfolded Protein
Response activated by mistargeted proteins) i polega on na uruchomieniu systemu degradacji biatek
przez proteasom oraz obnizeniu tempa translacji w cytozolu. Wykazalismy zatem, ze istnieje
zalezno$¢ pomigdzy stanem mitochondriéw, a systemami utrzymujacymi homeostaze biatek w

komérce, chronigcymi je przed toksycznym wptywem agregatéw biatkowych.

2. Synteza nowych analogéw nukleotydéw zawierajgcych triazol w obrebie mostka
oligofosforanowego jako mimiki czapeczki 5' mRNA - wiasciwosci chemiczne i wbudowywanie

do mRNA na koricu 5'. Publikacja nr 2.

Struktura 7-metyloguanozyny (m’G) na 5’-koricu eukariotycznych mRNA zwana czapeczka
jest modyfikacja odgrywajaca zasadnicza role w regulacji jego stabilnosci oraz w transporcie i
translacji. Poszukiwanie chemicznych analogéw 5’ czapeczki ma zatem ogromny potencjat jako
narzgdzie badawcze, diagnostyczne oraz potencjalne zastosowanie w terapiach opartych na bazie
zmodyfikowanego RNA. W pracy opisano 34 warianty syntezy analogéw czapeczki (5’,5'-
dinukleotydéw) z wykorzystaniem reakcji cykloaddycji azydkéw do alkinéw katalizowanej miedzig w
warunkach redukujacych, zgodnie z koncepcja tzw. click chemistry (CuCAA; Cu-catalyzed alkyne-
azide cycloaddition). Reakcje przeprowadzono w réznych wariantach, ktére polegaty na taczeniu
zmodyfikowanych 5’-mononukleotydéw posiadajacych grupy alkinowe lub azydkowe z
utworzeniem grupy 1,2,3-triazolowej w obrebie mostka oligofosforanowego. Przetestowano
dodawanie wybranych analogéw do 5’-korica RNA podczas reakcji transkrypcji in vitro oraz post-
transkrypcyjnie. Nastepnie, oceniono powinowactwo analogéw czapeczki do eukariotycznego
czynnika inicjacji translacji 4E (elF4E) oraz podatnos$¢ na hydroliz przez enzym usuwajacy czapeczke
- DcpS (decapping scavenger). Zbadano réwniez, wptyw analogéw czapeczki posiadajacych

strukture triazolowg na wydajnos¢ translacji mRNA kodujacego lucyferaze w ekstraktach
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komérkowych. Finalnie pozwolito to na identyfikacje dwéch analogéw m’Gppp-triazol-C;HsNHpG
oraz m’GpppCHa-triazol-C.HsNHpG, majacych zblizone wtasciwosci do niemodyfikowanego analogu

czapeczki w mRNA (m’GpppG).

3. Badanie metabolizmu rRNA w odpowiedzi na stres oksydacyjny w drozdzach Saccharomyces

cerevisiae. Publikacje nr 3 i 4. Badania przeprowadzone w ramach studiéw doktoranckich.

Prawidtowe dziatanie aparatu translacyjnego jest kluczowe dla funkcjonowania komérek i
ulega precyzyjnej regulacji w trakcie cyklu komorkowego i ich wzrostu, za$ dojrzate rybosomy oraz
proces ich syntezy sg jednym z pierwszych celéw podczas réznego typu odpowiedzi stresowych.
Podjete przez mnie w ramach studiéw doktoranckich badania pozwolity rozszerzy¢ wiedze w
zakresie metabolizmu rRNA, w warunkach stresu oksydacyjnego i apoptozy. Jako organizm
modelowy wykorzystatem drozdze Saccharomyces cerevisiae, u ktérych, w ostatnich latach,
wykazano istnienie programowanej smierci komérkowej (PCD, ang. programmed cell death) [46].
Proces ten ma w organizmach jednokomdrkowch, takich jak drozdze, gtéwnie funkcje adaptacyjne,
pozwalajace populacji na przetrwanie w trudnych i zmiennych warunkach $rodowiskowych.
Apoptotyczne komorki drozdzowe wykazuja typowe markery PCD, m.in. fragmentacje DNA,
eksternalizacje fosfatydyloseryn w btonie komérkowej, kondensacje chromatyny, czy uwalnianie
biatek z permeabilizowanych mitochondriéw. Jednym z istotnych etapéw $mierci komérek jest
degradacja kwaséw nukleinowych, co zostato najlepiej zbadane w przypadku fragmentacji DNA w
komérkach ludzkich. Procesy degradacji RNA w czasie PCD byty dotychczas stabo udokumentowane.
Moje badania wykazaty, ze sktadniki RNA duzej podjednostki rybosomu, 255 i 5.85 rRNA s3
specyficznie degradowane w odpowiedzi na bodice apoptotyczne. Produkty rozktadu rRNA
wchodzg w sktad mono- i polirybosoméw, co najprawdopodobniej przyczynia sie do dysocjacji
podjednostek rybosoméw z transkryptbw mRNA i hamowania translacji. Prawdopodobny
mechanizm specyficznej degradacji rRNA moze obejmowa¢ rekrutowanie nukleaz do rybosomu i
nacinanie dostepnych struktur w czasteczce. Wykazatem, ze zjawisko to jest skorelowane z
poziomem wolnych rodnikéw w komérce i jest zalezne od enzymatycznych i nieenzymatycznych
systemow antyoksydacyjnych, a takie od aktywnosci mitochondriéw. Co ciekawe, niektére
produkty rozktadu rRNA s3 stabilne i ulegaja akumulacji, i nie mozna wykluczyé, ze czasteczki te
petnig funkcje regulatorowe w komérce, np. w procesach sygnatowych podczas przebiegu apoptozy,

lub tez sg kierowane na Sciezke degradacji. Opisatem rdéwniez istnienie korelacji pomiedzy
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poczatkowym poziomem komdrkowego rRNA, ktéry odzwierciedla ilo$¢ rybosoméw, a

przezywalnoscig komdrek w stresie oksydacyjnym i apoptozie.

Zidentyfikowatem ponadto enzymy biorace bezposredni udziat w apoptotycznym rozktadzie
rRNA: mitochondrialng nukleaze Nucl (homolog ludzkiego EndoG, ktére jest istotnym czynnikiem
degradacji DNA w apoptozie u wyzszych eukariontéw), cytoplazmatyczny kompleks egzosomu

(katalityczna podjednostka Dis3 oraz kofaktor Ski7) oraz RNaze MRP (podjednostki Rrp2iPopl).

Analizujac kinetyke zmian transkrypcji 35S pre-rRNA za pomoca metody ,transcription run-on”,
powigzanej z oceng rozktadu Pol | na genach rDNA przy pomocy immunoprecypitacji chromatyny
(ChIP), wykazatem ze wczesna odpowiedz komérek na stres oksydacyjny obejmuje bardzo szybkie
zahamowanie syntezy transkryptéw rRNA, poprzez spadek rekrutacji czynnika transkrypcyjnego
Rrn3 odpowiedzialnego za sktadanie kompleksu polimerazy. Dodatkowo, postugujac sie metodaq
metabolicznego znakowania nowopowstajacych transkryptéw 3H-uracylem (ang: pulse chase)
pokazatem rowniez, ze wczesng odpowiedzia komoérki na stres oksydacyjny jest réwniez
zahamowanie obrébki czasteczek prekursoréw rRNA, a przez to syntezy dojrzatych rybosomdw.
Dodatkowo, we wspétpracy z Prof. Cristing Mazzoni z Uniwersytetu Rzymskiego ,La Sapienza”,
zajmowatem si¢ badaniem zjawiska oksydacji RNA (modyfikacja guanozyny do 8-oxo-7,8-
dihydroguanozyny; 80HG) oraz wptywem tego procesu na starzenie i $émieré komérek drozdzy na

drodze apoptozy [47].

Wyniki uzyskane w czasie studiéw doktoranckich pozwalajaca rozpatrywaé biosynteze
rybosoméw jako jeden z kluczowych szlakéw efektorowych odpowiedzi komérki na rézne rodzaje
stresu prowadzace do zaburzenia homeostazy proceséw komérkowych i byly pierwszym

mechanistycznym opisem tego zjawiska w drozdzach.

5.4 Kierowanie i udziat w projektach naukowych:
2018-2021 OPUS 14; Narodowe Centrum Nauki. ,Rola FAM46C w fizjologii komérek B” nr
(2017/27/B/NZ2/01234) - kierownik projektu.

2013-2016 luventus Plus Ministerstwo Nauki i Szkolnictwa Wyzszego; IP2012 046272. ,Rola 3’
fosforanu w stabilnosci czgsteczki U6 snRNA w drozdzach Saccharomyces cerevisiae” - kierownik

projektu.
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2012-2017 - ERC starting grant (,ldeas”) Projekt pt.: "Regulacja ekspresji genéw przez
niekanoniczne poli(A) i poli(U) polimerazy", Instytut Biochemii i Biofizyki PAN - wykonawca

projektu.

2009-2013 TEAM\2008-2\1 "Macromolecular assemblies involved in RNA metabolism", Instytut

Biochemii i Biofizyki PAN - wykonawca projektu.

2007-2009 NN301392733: ,Badanie udziatu mitochondrialnej nukleazy Nuclp w degradacji RNA w
apoptozie/stresie oksydacyjnym u drozdzy Saccharomyces cerevisiae”, Uniwersytet Warszawski,

Wydziat Biologii — grant promotorski, wykonawca projektu.

2005-2008 140-501/62/F-205: Wellcome Trust Grant International Senior Fellowship in Biological
Sciences for Central Europe 067504/2/02/Z (pol.). “Biogenesis of small stable RNAs in eukaryotic
cells: 3’ end processing, RNP assembly, degradation”, Uniwersytet Warszawski, Woydziat Biologii -

wykonawca projektu.

2005-2008 501/140000/78-518280: European Commission Grant (FP6, STREP), "Systems biology of

RNA metabolism in yeast", Uniwersytet Warszawski, Wydziat Biologii. - wykonawca projektu.

2005-2008 Projekty w ramach badarn wiasnych, Uniwersytet Warszawski, Wydziat Biologii —

kierownik projektow.

5.5 Udziat i w migdzynarodowych i krajowych konferencjach naukowych

Bytem wspoétautorem doniesien zjazdowych na nastepujgcych konferencjach:

11-16.06.2011; 25th INTERNATIONAL CONFERENCE ON YEAST GENETICS AND MOLECULAR
BIOLOGY; Polska/Olsztyn; Structural and biochemical characterization of the THO complex reveals

its architecture and mechanism of nucleic acids recognition. Plakat.

11-16.06.2011; 25th INTERNATIONAL CONFERENCE ON YEAST GENETICS AND MOLECULAR
BIOLOGY; Polska/Olsztyn; Identification of the enzyme responsible for the essential modification of

the U6 snRNA 3’ end. Prezentacja ustna i plakat.
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30.06-1.07.2011; EMBO Young Scientists Forum; Polska/Warszawa; Structural features of the THO

complex enabling its chromatin recruitment for co-transcriptional mRNP formation. Plakat.

30.06-1.07.2011; EMBO Young Scientists Forum; Polska/Warszawa; Identification of the enzyme

responsible for the essential modification of the U6 snRNA 3’ end; Plakat.

11-16.06.2013; Degradation of ribosomal RNA and ribosomal proteins constitute separate pathways
of ribophagy, RNA The 18th Annual Meeting of the RNA Society; Davos/Switzerland; Plakat.
26 - 28.04.2017; TERM15; Conference Sant Feliu de Guixols/Hiszpania; Prezentacja ustna.

10-13.09.2017; EMBO Workshop; To-B or not to-B: B-cells in health and disease; Girona/ Hiszpania;
Plakat.

18-21.09.2018; Congress BI02018 “The non-canonical poly(A) polymerase FAMA46C regulates B-
cells proliferation and acts as an onco-suppressor in multiple myeloma”; Gdarisk/Polska;

Prezentacja ustna.

21-25.10.2018; EMBO Workshop: “Endoplasmic reticulum function in health and disease”; Lucca/
Witochy; Plakat.

11-14.05.2019; ECTS Congress; A new mouse model for Osteogenesis imperfecta reveals a link
between polyadenylation by TENT5A and the pathogenesis of the disease; Budapeszt/Wegry;
Plakat.

22-24.05.2019; Nanopore London Calling; The non-canonical poly(A) polymerase TENTSC regulates
B cells differentiation and immunoglobulins expression as revealed by modified Nanopore direct

RNA Sequencing; Londyn/UK; Plakat.

11-16.06.2019; 24" RNA Meeting; Krakéw/Polska; "Non-canonical poly(A) polymerase TENTSC

regulates immunoglobulins expression and B cells differentiation"; Plakat.
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