Zatacznik 3

Zbigniew Stanistaw Warkocki

Autoreferat

Okreslenie mechanizmow regulacji podazy i funkcji RNA
w komorkach eukariontow
przez enzymy dziatajgce na koniec 3" RNA

Poznan, 2019-04-25



1. Imie i Nazwisko Zbigniew Warkocki

2. Posiadane dyplomy

2.1.

2.2.

2.3.

Dyplom doktora nauk o zyciu (19 kwietnia 2012r.)
Uniwersytet im. Georga Augusta w Getyndze, Niemcy

Tytut pracy doktorskiej: ,Reconstitution of both steps of yeast pre-mRNA splicing with
purified components”

Praca doktorska wykonana w Instytucie im. Maxa Plancka Chemii Biofizycznej
w Getyndze

W ramach szkoty doktoranckiej “Gottingen Graduate School for Neurosciences,
Biophysics and Molecular Biosciences” zorganizowanej w ramach niemieckiego
narodowego centrum doskonatosci naukowej

Promotor: Prof. dr hab. Reinhard Lihrmann

Zespot promotorski: prof. dr hab. Marina Rodnina, prof. dr hab. Detlef Doenecke,
prof. dr Holger Stark, dr Henning Urlaub, dr Caludia H6bartner

Praca i obrona ocenione na “magna cum laude”

Dyplom magistra nauk biologicznych
Uniwersytet im. Adama Mickiewicza w Poznaniu, Wydziat Biologii (23 wrze$nia 2007r.)

Tytut pracy magisterskiej: ,Analiza ekspresji 6 polimeraz RNA zaleznych od RNA w
Arabidopsis thaliana”.

Praca magisterska wykonywana w Instytucie Chemii Bioorganicznej PAN w Poznaniu

Promotor: Prof. dr hab. Marek Figlerowicz

Dyplom licencjata nauk biologicznych

Uniwersytet im. Adama Mickiewicza w Poznaniu, Wydziat Biologii (maj 2005)

Tytut pracy licencjackiej: ,Wirusy patogenne roslin — strategie ekspresji gendw i
metody diagnostyczne”.

Promotor: Prof. dr hab. Artur Jarmotowski



3. Informacje o miejscach zatrudnienia/ pracy naukowe;j

2.2018 — obecnie

11.2018 - 2.2019

10.2012 - 3.2018

11.2007 —10.2012

8.2007 —9.2007

4.2007 —7.2007

5.2005 - 3.2007

Instytut Chemii Bioorganicznej
Polskiej Akademii Nauk w Poznaniu
Adiunkt, od 8.5.2018r. kierownik Zaktadu Metabolizmu RNA

Instytut Genetyki i Medycyny Molekularnej

Uniwersytet w Edynburgu

Zjednoczone Krdélestwo (Szkocja)

Goszczacy pracownik naukowy

Laboratorium LINE-1 (dr Jose L. Garcia-Perez) (10 tygodni)

Instytut Biochemii i Biofizyki

Polskiej Akademii Nauk w Warszawie

Specjalista i asystent

Pracownia Biologii RNA i Genomiki Funkcjonalnej
prof. dr hab. Andrzej Dziembowski

Instytut im. Maxa Plancka Chemii Biofizycznej w Getyndze,
Niemcy

Praktykant, doktorant, stazysta podoktorski

Zaktad Biochemii Komodrkowej

prof. dr hab. Reinhard Liihrmann

Getynskie Centrum Biologii Molekularnej (GZMB)
Uniwersytet im. Georga Augusta w Getyndze, Niemcy
Praktykant

Zaktad Biologii Komorek Macierzystych

prof. dr hab. Andreas Wodarz

Instytut im. Albrechta von Hallera

Uniwersytet im. Georga Augusta w Getyndze, Niemcy
Praktykant

Zaktad Biochemii Roslin

prof. dr hab. Ivo Feussner

Instytut Chemii Bioorganicznej

Polskiej Akademii Nauk w Poznaniu
Magistrant

Pracownia Biologii Molekularnej Roslin
prof. dr hab. Marek Figlerowicz



4. Osiggniecie naukowe!

4.1. Tytut
Okreslenie mechanizmow regulacji podazy i funkcji RNA w komdrkach
eukariontow przez enzymy dziatajgce na koniec 3’ RNA

4.2. Publikacje wchodzace w sktad osiggniecia

Warkocki ZM, Krawczyk PS, Adamska D, Bijata K, Garcia-Perez JL, Dziembowski AM
Uridylation by TUT4/7 restricts retrotransposition of human LINE-1s.

Cell 174(6):1537-1548. https://doi.org/10.1016/].cell.2018.07.022

PMID:30122351 (2018)

Cytowania=8 IF2017% czasopisma=31.8 (Q1)3 Pkt MNiSW=50

tabno A., Warkocki Z., Kuliiski T., Krawczyk P., Bijata K, Tomecki R., Dziembowski AM
Perlman syndrome nuclease DIS3L2 controls cytoplasmic non-coding RNAs and
provides surveillance pathway for maturing snRNAs.

Nucleic Acids Research 44, 10437-10453.
https://academic.oup.com/nar/article/44/21/10437/2529690

PMID: 27431325 (2016)*

Cytowania=35 IF2016 czasopisma=10.2 (Q1) Pkt MNiSW=45

Razew M, Warkocki Z, Taube M, Kolondra A, Czarnocki-Cieciura M, Nowak E,
Labedzka-Dmoch K, Kawinska A, Piatkowski J, Golik P, Kozak M, Dziembowski A,
Nowotny MM

Structural analysis of mtEXO mitochondrial RNA degradosome reveals tight coupling
of nuclease and helicase components.

Nature Communications 9,97 https://www.nature.com/articles/s41467-017-02570-5
PMID: 29311576 (2018)

Cytowania=5 IF2017 czasopisma=12.4 (Q1) Pkt MNiSW=45

Warkocki ZM, Liudkovska V, Gewartowska O, Mroczek S, Dziembowski AM
Terminal nucleotidyl transferases (TENTs) in mammalian RNA metabolism.
Philosophical Transactions of the Royal Society of London - B Biological Sciences
373(1762). https://doi.org/10.1098/rstb.2018.0162

PMID:30397099 (2018)

Cytowania=3 IF2017 czasopisma=5.7 (Q1) Pkt MNiSW=45

1 WSKAZANIE OSIAGNIECIA WYNIKAJACEGO Z ART. 16 UST. 2 USTAWY Z DNIA 14 MARCA 2003 R. O STOPNIACH
NAUKOWYCH | TYTULE NAUKOWYM ORAZ O STOPNIACH | TYTULE W ZAKRESIE SZTUKI (Dz. U. 2016 r. poz. 882
ze zm. w Dz. U. z 2016 r. poz. 1311.)
2 podawany jest IF za 2017r. poniewaz IF za 2018 nie zostat jeszcze wyliczony
3 podawany jest kwartyl jako wskaznik wypadkowej oceny jakoéci czasopism w danej dziedzinie,

Q1 — czasopismo znajduje sie w grupie 25% najlepszych czasopism w danej dziedzinie
4 Praca nagrodzona w IBB PAN Il nagrodg za najlepszg prace eksperymentalng z instytutu w 2016r.

3


https://doi.org/10.1016/j.cell.2018.07.022
https://academic.oup.com/nar/article/44/21/10437/2529690
https://www.nature.com/articles/s41467-017-02570-5
https://doi.org/10.1098/rstb.2018.0162

Prace wchodzgce w skfad osiggniecia obejmujg 3 prace eksperymentalne
wykonane przez mnie w trakcie stazu podoktorskiego w Laboratorium Biologii RNA
i Genomiki Funkcjonalnej prowadzonym przez prof. dra hab. Andrzeja Dziembowskiego
w Instytucie Biochemii i Biofizyki PAN w Warszawie. Czas spedzony przeze mnie w grupie
prof. Andrzeja Dziembowskiego umozliwit mi znaczace rozwiniecie warsztatu
naukowego i pozwolit na rozpoczecie niezaleznej pracy badawczej w Instytucie Chemii
Bioorganicznej PAN w Poznaniu. W skiad dorobku wchodzi 1 praca przeglagdowa
przygotowana przez mnie w ICHB PAN w Zaktadzie Metabolizmu RNA, ktérym kieruje od
maja 2018r. Wszystkie w/w prace zostaty opublikowane w ciggu ostatnich 3 lat (2016-
2018) w renomowanych czasopismach i do dnia redakcji tego zatacznika zostaty
zacytowane tacznie 51 razy. Praca w Cell jest drugg (pierwsza w 1990r.) w historii praca
opublikowang w tym prestizowym czasopismie, w ktorej zarowno pierwszy jak i wiodacy
autorzy sg afiliowani w polskiej jednostce naukowej. Zdecydowana wiekszosc
eksperymentéw, ktérych wyniki sg zaprezentowane w tej publikacji zostatfa
przeprowadzona przeze mnie lub z moim znaczagcym udziatem w polskim laboratorium.
Wyniki opisane w tej publikacji zostaty zauwazone przez V Narry Kim, szeroko
rozpoznawalng w $wiecie nauki specjalistke w dziedzinie urydylacji, i skomentowane w
krotkiej pracy przeglagdowej tzw. News and Views:

Yeo J, VN Kim
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Nature Structural and Molecular Biology 25(10):903-905.
doi: 10.1038/s41594-018-0139-0 (2018)
https://www.nature.com/articles/s41594-018-0139-0

Ponadto wyniki zostaty rdwniez opisane w tzw. Research Highlight
Strzyz P

TUT-TUTting retrotransposons

Nature Reviews in Molecular and Cell Biology 19(10):618.

doi: 10.1038/s41580-018-0058-2. (2018)
https://www.nature.com/articles/s41580-018-0058-2

W dwéch z prac wchodzgcych w sktad osiggniecia jestem pierwszym
i jednoczesnie wspotkorespondencyjnym autorem. W pracach tych bytem wiodgcym
wykonawcg. Wykonanie wszystkich z wymienionych prac byto czesciowo mozliwe dzieki
uzyskanemu przeze mnie finansowaniu (granty FUGA i SONATA z Narodowego Centrum
Nauki). Wszystkie z prac wchodzgcych w sktad osiggniecia oraz towarzyszgce zestawy
danych sg dostepne na stronach internetowych wydawcéw w formule open access.
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Wyniki i zagadnienia przedyskutowane w ww. publikacjach zostaty przez mnie
w czesciach zaprezentowane podczas kilku konferencji i sympozjéw naukowych w tym
m.in.:

1. ,mRNA processing”, Cold Spring Harbor w Stanach Zjednoczonych Ameryki

2015, plakat

»Ccomplex life of RNA”, EMBL Heidelberg, Niemcy, 2016, plakat

»The mobile genome”, EMBL Heidelberg, Niemcy, 2017, referat ustny

~RNAtion”, Wydziat Biologii UAM w Poznaniu, 2017, referat ustny i 3 plakaty
»RNA:WIN”, konferencja w ramach Krajowego Naukowego Osrodka Wiodacego,

vk wnw

Obrzycko, 2018, referat ustny
6. ,,Complex life of RNA”, EMBL Heidelberg, Niemcy, 2018, 2 plakaty

Dodatkowo zostatem zaproszony do zaprezentowania wynikow ujetych w catosci lub
czesciowo w ww. pracach, w szerszym kontekscie proceséw metabolizmu RNA. Tym
sposobem miatem okazje do wygtoszenia kilku ok. godzinnych referatéw w kilku
instytucjach naukowych w Polsce i za granicg, w tym m.in. w nastepujacych:

1. Miedzynarodowym Instytucie Biologii Molekularnej i Komoérkowej w Warszawie,
2.2.2017 (seminarium instytutowe) i 7.4.2018 (RNA Club Warsaw)

2. Instytucie Chemii Bioorganicznej PAN w Poznaniu, 12.5.2017 (wykfad inaugurujacy
sesje sprawozdawczg instytutu za rok 2016)

3. Instytucie Genetykii Medycyny Molekularnej w Edynburgu, 12.12.2018 (seminarium
instytutowe)

4. Woydziale Biologii UAM w Poznaniu, 1.3.2019 (inicjatywa Do Science! Poznan)

5. Woydziale Fizyki UAM w Poznaniu, 12.3.2019 (seminarium wydziatowe)

4.3. Opis osiggniecia naukowego

Definicja metabolizmu RNA

Sciezki regulacji ekspresji gendw w komoérkach eukariotycznych sa
skomplikowane. Obejmujg one szereg rdinych proceséw w tym tworzenie RNA
(transkrypcje RNA), katalize specyficznych modyfikacji RNA, kontrole jakosci,
funkcjonowanie i ostatecznie degradacje RNA. Zbiorczo procesy te okreslane sg
mianem metabolizmu RNA. Wielo$¢é proceséw metabolizmu RNA umozliwia wiasciwe
funkcjonowanie komorki oraz jej odpowiedz na wyzwania prezentowane przez procesy
rozwojowe, zmiany Srodowiskowe i patogeny. Zaburzenia w metabolizmie RNA
prowadzg natomiast nierzadko do standow chorobowych, z ktérych wiele objawia sie
plejotropowymi efektami, tj. takimi, ktére majg wptyw na wiele procesow
komadrkowych.



Zroznicowanie procesow ksztaftujgcych korice 3’ roznych RNA

Bardzo wazng role w metabolizmie RNA odgrywa koniec 3’ czasteczki. Niemal
wszystkie rodzaje RNA w komdrkach eukariotycznych podlegajg po-transkrypcyjnym
procesom modyfikujgcym ich korice 3’. Zakres obrébki koncow 3’ jest réznoraki, jednak
wspolnym elementem dla niemal wszystkich RNA jest endonukleolityczne przeciecie
w rejonie konca 3’ lub egzonukleolityczne przyciecie od korica 3’. Jest tak w przypadku
transkrybowanych przez zalezng od DNA polimeraze RNA | (pol 1) czgsteczek rRNA,
niekodujacych, lecz wchodzacych w sktad rybosomu i tym samym biorgcym udziat
w przepisywaniu informacji genetycznej na biatka (w procesie translacji). Korice 3’
trzech z czterech rRNA: 28S, 18S i 5.85 rRNA powstaja w wyniku endo-
i egzorybonukleolitycznej obrébki dtugiego prekursora pre-rRNA [1]. Koniec 3’
transkrybowanego przez zalezng od DNA polimeraze RNA Il (pol 11l) 55 rRNA podlega
enzymatycznemu przycieciu [2]. Podobnie transkrybowane przez pol Il tRNA uzyskuja
swoje korice 3’ w wyniku szeregu nastepujacych po sobie aktywnosci enzymatycznych,
ktdrych pierwszym efektem jest skrdcenie koncow 3’ [3,4,5]. Inne znaczgce pod
wzgledem czestosci wystepowania w komdrce RNA to snRNA, ktére odgrywaja
zasadniczg role w katalizie sktadania egzonow (splicingu pre-mRNA) [6,7]. Sposrdd nich
U6 jest transkrybowane przez pol lll i podlega obrébce na koncu 3’ [8]. Pozostate 4
zaangazowane w splicing snRNA (U1, U2, U4 i U5) sg transkrybowane przez zalezng od
DNA polimeraze RNA 1l (pol II) w formie prekursoréw posiadajacych dtuzsze korice 3’,
ktére dopiero w wyniku po-transkrypcyjnego przyciecia uzyskujg dojrzata sekwencje
[9,10]. Pol Il transkrybuje rowniez kodujgce biatka mRNA. Wszystkie mRNA przechodzg
etap ciecia w obrebie ich sekwencji 3' UTR (ang. 3’ untranslated region) [11,12].

W przypadku wielu rodzajéw RNA kolejnym etapem ksztattowania korica 3’ jest
dodatek niezakodowanych w genomie reszt nukleotydowych. Czgsteczki tRNA
uzyskujg niezakodowany w genomie koniec 3’ o sekwencji CCA, ktéry jest niezbedny
w procesie aminoacylacji tj. zwigzania specyficznej reszty aminokwasowej [4].
Wiekszos¢ mRNA uzyskuje na swoich koncach 3’ kilkadziesigt niekodowanych
w genomie reszt adenylowych, czasami okreslanych mianem ogona poli(A) [13,14].
Proces dotgczenia reszt adenylowych nosi miano poliadenylacji, ktéra w opisanym tu
znaczeniu zachodzi w jadrze komdrkowym i jest katalizowana przez jagdrowe enzymy
PAPa i PAPy oraz czynniki pomocnicze [11]. Do powstatego ogona poli(A) przytaczajg
sie biatka specyficznie go wigzgce (ang. poly(A) binding proteins, PABP). Sumarycznie
uktad ten zapewnia mRNA stabilno$é oraz wzmacnia ich zdolno$¢é do translacji [15,16].
Wyijatkiem wsréd mRNA sg mRNA kodujgce histony, biatka niezbedne dla wigzania
DNA w postaci chromatyny. Korice 3’ mRNA histonéw podlegajg wytgcznie przycieciu
przy udziale innych niz w przypadku pozostatych mRNA enzymdw. W wyniku przyciecia
na koricach 3’ tych mRNA pozostaje struktura typu spinki do wloséw, ktéra specyficznie
oddziatuje z biatkiem (SLBP) [17].

Terminalne transferazy NTP



Opisane w powyzszym akapicie poliadenylacja mRNA i dodatek sekwencji CCA
do koncédw 3’ tRNA rozpoznano stosunkowo dawno, w latach 70 XX wieku
[18,19,20,21]. Natomiast na przestrzeni ostatnich 10-15 lat odkryto i opisano grupe 11
enzymow wspdlnie zaliczanych do tzw. terminalnych transferaz NTP (ang. terminal
nucleotidyltransferases, TENT). Kazde TENT posiada domene transferazy NTP, zblizong
do tych obecnych m.in. w polimerazie DNA 3 oraz enzymach dodajgcych sekwencje
CCA do tRNA [22,23]. TENT dodajg niekodowane w genomie reszty nukleotydowe do
koricow 3’ réznych RNA. Na podstawie specyficznej preferencji w kierunku dodawania
reszt adenylowych lub urydylowych enzymy te podzielone zostaty na (a) tzw.
niekanoniczne polimerazy ATP (ang. non-canonical poly(A) polymerases, ncPAPs),
odmienne od jadrowych polimeraz ATP odpowiedzialnych za poliadenylacje nowych
MRNA, oraz (b) terminalne transferazy UTP znane réwniez jako TUTazy (ang. terminal
uridyltransferases, TUTs lub TUTases), ktore katalizuja dodatek niezakodowanych
w genomie urydyn do koncow 3’. Proces przytgczenie urydyn nazywany jest urydylacja.
Zrédtem energii do wydtuzania taricucha urydylowego jest rozpad trifosforanu w UTP.
Podobnie rozpad wigzania trifosforanowego w UTP jest réwniez zrodtem energii w
przypadku niektorych helikaz [24,25] oraz w fosforylacji przez niektdre kinazy [26]. W
komoérkach eukariontéw potwierdzono wystepowanie 3 biatek, o aktywnosci
terminalnej transferazy UTP nazwanych TENT1, TUT4 i TUT7. Biatko TENT1, znane
rowniez jako U6 TUTase lub TUT1, jest zlokalizowane w jagdrze komdérkowym i bierze
udziat w biogenezie U6 snRNA [8,27,28]. W kontrascie do TENT1, TUT4 i TUT7 sa
biatkami zlokalizowanymi w cytoplazmie [29]. W bazie danych gnomAD ilos¢
zidentyfikowanych mutacji typu utraty funkcji (ang. loss of function, LoF) w genach
kodujgcych TUT4 (ZCCHC11) i TUT7 (ZCCHC6) u cztowieka znaczgco odbiega od
przewidywanej na podstawie statystycznej. Sugeruje to, ze enzymy te petnig istotne
role w metabolizmie RNA.

Urydylacja RNA i jej wptywu na podaz i funkcje RNA

Dotychczas poznana rola urydylacji w metabolizmie RNA polega na regulacji
podazy i funkcji RNA. Wykazano, ze TUT4 i TUT7 biorg udziat w regulacji i biogenezie
mikro RNA, gtéwnie z rodziny let7. W komadrkach niezréznicowanych (pluripotentnych)
pre-miRNA let7 wigzane jest przez biatko LIN28A, ktére nastepnie oddziatuje z TUT4
lub TUT7. W tym trzysktadnikowym kompleksie dochodzi do oligourydylacji pre-miRNA
let7, w efekcie prowadzacej do degradacji pre-miRNA [30,31,32,33]. W komédrkach
zréznicowanych LIN28A nie jest produkowane. W efekcie odziatywanie TUT4/7 z pre-
miRNA jest krdotkotrwate i w wiekszosci wypadkéw prowadzi do dodania pojedynczej
reszty urydylowej do konca 3’ pre-miRNA, co jest okreslane mianem monourydylacji
[34,35]. Monourydylacja jest niezbedna w biogenezie specyficznej klasy mikro RNA,
umozliwiajgc wydajng obrdbke przez DICER tych pre-miRNA do dojrzatych czgsteczek
mikro RNA [34]. Tym samym rdzna jakos¢ urydylacji koricdw 3’ pre-miRNA objawia sie
dwoma przeciwstawnymi efektami na mikro RNA regulujgc ich podaz. W przypadku
wielu innych réznych klas RNA, urydylacja prowadzi do zmniejszenia ich stabilnosci.
Zmniejszanie podazy RNA przez urydylacje ma znaczenie w procesach apoptotycznych
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[36]. Jednak szczegdlng role urydylacja petni na wczesnych etapach rozwoju
osobniczego, w rozwijajgcych sie zarodkach, w ktérych urydylowane sg mRNA
pochodzenia matczynego. Degradacji urydylowanych matczynych mRNA towarzyszy
transkrypcja mRNA embrionu, co definiuje dalsze etapy rozwoju i okreslane jest
mianem MZT (ang. maternal-to-zygotic transition) [37]. Podobnie indukowana przez
urydylacje zmiana transkryptomu petni zasadniczg role w spermatogenezie t;j.
w rozwoju meskich gamet [38]. Podsumowujgc rola urydylacji polega gtéwnie na
indukowaniu degradacji urydylowanych RNA, z prominentnymi wyjgtkami dotyczgcymi
biogenezy pewnych mikro RNA oraz co opisatem ponizej powstrzymywania
retrotranspozycji LINE-1.

Degradacja RNA od korica 3’

Istniejg trzy mozliwosci enzymatycznej degradacji RNA polegajagce na
rozrywaniu wigzan fosfodiestrowych. Pierwsza polega na rozerwaniu taricucha RNA
wewnatrz czasteczki RNA i okreslana jest mianem reakcji endorybonukleolitycznej.
Druga i trzecia mozliwo$é polega na odfagczaniu pojedynczego rybonukleotydu od
taricucha RNA. Moze to mie¢ miejsce albo od korica 5’ albo od korica 3’ RNA i nosi
miano reakcji ezgorybonukleolitycznych, odpowiednio 5-3’ i 3’-5’. Na podstawie
obecnie dostepnych wynikéw badan, endo- i egzonukleolityczne $ciezki degradacji
wspotistniejg w komadrkach i uzupetniajg sie wzajemnie, jednak zablokowanie jednej
z nich ma najczesciej powazne konsekwencje dla homeostazy komarki [39]. Degradacja
RNA od konca 3" ma szczegdlne znaczenie w powigzaniu z urydylacja oraz
w mitochondriach, komdérkowych fabrykach energii. Urydylowane RNA s3g
preferencyjnie degradowane przez egzorybonukleaze 3’-5' DIS3L2. Funkcjonalna
wspotpraca pomiedzy TUTazami a DIS3L2 w regulacji podazy wielu réznych klas RNA
zostata eksperymentalnie potwierdzona w pracy wchodzgcej w sktad osiggniecia [40]
oraz niezaleznie potwierdzona przez 2 inne grupy badaczy [41,42]. Wczesniej
zaproponowano i wykazano role DIS3L2 w degradacji urydylowanych pre-miRNA let7
[43,44,45], co znalazto potwierdzenie w strukturze DIS3L2, w ktérej Sciezka
prowadzgca RNA do centrum egzorybonukleolitycznego zawiera fragmenty
specyficznie oddziatujgce z urydynami [46,47]. Poza DIS3L2 w komdrkach eukariontéw
dziata réwniez kompleks egzosomu [48]. Ze wzgledu na uzycie okreslenia ,egzosom”
rowniez w przypadku pecherzykow wydzielanych przez komdrke na zewnatrz, dla
uscidlenia, stosuje sie rowniez okreslenie egzosom RNA (ang. RNA exosome). Egzosom
RNA przyjmuje ksztatt beczutki sktadajgcej sie z 9 strukturalnych biatek, ktére
dodatkowo wigzg aktywnosé¢ egzorybonukleazy 3’-5" [49,50]. W zaleznosci od
lokalizacji subkomorkowej moze byé to DIS3 (w jagdrze) [51,52], DIS3L (w cytoplazmie)
lub RRP6 (w jaderku) [53]. Kompleks ten odgrywa gtéwng role w degradacji 3’-5’
u eukariontow i ma swoje odpowiedniki w bakteriach i archeonach.

W mitochondriach szczegdlna rola degradacji RNA od korica 3’ wynika z zestawu
mitochondrialnych rybonukleaz, wsréd ktorych dotychczas nie zidentyfikowano
egzorybonukleazy 5’-3’, za$ endorybonukleazy petnig role gtéwnie w obrdbce
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prekursorowych RNA [54]. Role egzorybonukleazy 3’-5" w mitochondriach odgrywa
kompleks degradosomu zwany réwniez mtEXO [55]. Sktad mtEXO wykazuje rdznice
pomiedzy eukariontéow. O ile helikaza SUV3 zostata zidentyfikowana jako sktadowa
mtEXO zardwno u cztowieka jak i u drozdzy, komponent egzorybonukleazowy jest
u tych organizmoéw roézny (Dsslp u drozdzy i PNPaza u cztowieka) [55,56,57,58].
Struktura ludzkiego mtEXO nie zostata dotychczas poznana.

Omdwienie gtownych odkry¢ wchodzqgcych w sktad osiggniecia

W pracach wchodzacych w sktad osiggniecia przedstawilismy sposéb w jaki
aktywnosci enzymatyczne zmieniajgce korice 3 RNA wptywajg na metabolizm RNA
u eukariontéw. Opisane odkrycia dotyczg urydylacji RNA u cztowieka i identyfikacji
funkcjonalnej wspoétpracy pomiedzy enzymami urydylujgcymi RNA (TUT4 i TUT7)
i egzorybonukleazg 3’-5’ DIS3L2 w regulacji podazy kilku réznych klas RNA w tym snRNA
oraz transkryptéw pol [lll. Odkrylismy réwniez molekularny mechanizm
przeciwdziatania retrotranspozycji LINE-1 przez urydylacje koricéw 3’ LINE-1 mRNA.
Zaproponowalismy, ze przeciwdziatanie retrotranspozycji zachodzi na etapie inicjacji
odwrotnej transkrypcji retrotranspozonu podczas tworzenia nowej insercji
w jadrowym DNA. Mechanizm ten ze wzgledu na silnie ewolucyjnie konserwowany
sposdb inicjacji odwrotnej transkrypcji przez LINE-1 moze mieé zasadnicze znaczenie
dla powstrzymywania retrotranspozycji na etapie po-transkrypcyjnym we wszystkich
typach komodrek i na kazdym etapie rozwojowym. Dodatkowe implikacje wynikajgce
z obecnosci ogondw poli(A) zapewniajg mozliwosci dalszych badan np. w kontekscie
zaleznych od LINE-1 schorzeiA autoimmunologicznych oraz dla rozrdznienia funkcji
petnionych w komérce przez TUT4 i TUT7. W kolejnej pracy pokazalisSmy strukture
kompleksu egzorybonukleolitycznego 3’-5' — mtEXO, bedacego gtdownym regulatorem
podazy i funkcji RNA w komdrkach drozdzy. Nasze odkrycia zostaty podsumowane
i ukazane w szerszym kontekscie w pracy przeglagdowej réwniez ujetej w ramach
osiggniecia [59].

W pracy tabno i wsp., 2016 [40] wykazalismy funkcjonalng wspotprace
pomiedzy TUT4/7 a egzorybonukleazg 3’-5’ DIS3L2 w specyficznej regulacji podazy
roznych RNA w cytoplazmie, w tym niektérych mRNA, gtéwnie mRNA histondw oraz
krétkiego transkryptu z rejonu 5° UTR mRNA ferrytyny, ktéry odkryliSmy. Niemniej
gtobwnym odkryciem naukowym bylo zidentyfikowanie dotychczas nieznanych
substratéw RNA dla cytoplazmatycznych TUTaz i wykazanie, ze te urydylowane RNA sg
specyficznie degradowane przez DIS3L2.

Zaobserwowalismy, ze w komoédrkach pozbawionych aktywnosci DIS3L2
i wyrazajgcych katalitycznie nieaktywng wersje tego biatka (D391N) [60] gromadzg sie
snRNA o niewfasciwych koricach 3’, wydtuzonych o sekwencje kodowane w genomie
poza rejon spotykany w dojrzatych snRNA. Gromadzace sie wydtuzone snRNA byty
dodatkowo urydylowane. Potencjalnie, te wydtuzone snRNA mogty reprezentowac
transkrypty prekursorowe, z ktérych powstang dojrzate snRNA. Jednak w naszych
badaniach wykluczylismy udziat TUT4/7-DIS3L2 w dojrzewaniu snRNA poprzez obrébke



ich koncow 3’, co znalazto wkrétce potem potwierdzenie w postaci zidentyfikowania
jadrowego enzymu odpowiedzialnego za tg obrdbke — TOE1l [61]. Wykazalismy
natomiast, ze S$ciezka regulacji snRNA przez TUT4/7-DIS3L2 stuzy usuwaniu
niewtasciwie przycietych w jadrze snRNA, ktdére przedostajg sie do cytoplazmy gdzie sg
urydylowane przez TUT4/7 a nastepnie degradowane przez DIS3L2. Ponadto
dodatkowe analizy pozwolity wykaza¢ brak wptywu DIS3L2 (i TUT4/7) na podaz
dojrzatych  jadrowych  snRNA.  Zaproponowany przez nas mechanizm
najprawdopodobniej petni istotng role w zapewnieniu fizjologicznej podazy i jakosci
snRNA eliminujac snRNA o wadliwych koricach 3’.

WykazaliSmy réwniez, ze zalezna od TUT4/7-DIS3L2 regulacja podazy RNA
dotyczy transkryptéw produkowanych przez pol lll. Polimeraza ta naturalnie zaopatrza
produkowane przez siebie transkrypty w 3-6 reszt urydylowych na koncach 3’,
poniewaz cigg kilku urydyn w RNA stanowi sygnat korica (terminacji) transkrypcji przez
pol 11l [62,63]. Niemniej, w naszych badaniach pokazaliémy, ze m.in. Y RNA i vault RNA
bedace transkryptami pol Il podlegajg dodatkowej urydylacji w cytoplazmie
i gromadzg sie w komédrkach pozbawionych aktywnosci DIS3L2. W testach in cellulo
i w biochemicznych eksperymentach in vitro wykazalismy, ze nieurydylowane Y i vault
RNA cechuja sie znaczng stabilnosciag i sg odporne na egzorybonukleolityczng
aktywnos¢ DIS3L2. Z duzym prawdopodobieistwem odpornos$é ta zwigzana jest
z wysokim stopniem ustrukturalizowania tych krétkich RNA oraz, w warunkach in vivo,
z ich specyficznym oddziatywaniem z biatkami [64,65]. Jednak dodanie 2 lub wiecej
reszt urydylowych na koricach 3’ Y i vault RNA znaczgco wzmaga wydajnosc i kinetyke
ich degradacji przez DIS3L2. Innym transkryptem pol Il podlegajgcym zaleznej od
TUT4/7-DIS3L2 degradacji jest BC200, transkrypt typu Alu (ang. ALU-like element RNA)
[66,67,68].

Sumarycznie w pracy tabno i wsp., 2016 opisaliSmy zmiany zachodzace
w komarkach, w ktérych Sciezka degradacji RNA zalezna od TUT4/7 i DIS3L2 nie jest
funkcjonalna ze wzgledu na brak aktywnosci DIS3L2. Zaobserwowane przez nas zmiany
majg charakter plejotropowy i dotyczg wielu réznych RNA wplywajgc na utrate
homeostazy komérkowej. Istotnym jest, ze mutacje w DIS3L2, ktdre znoszg aktywnos¢
tego biatka sg jednymi z najczestszych mutacji obserwowanych w rzadkich
schorzeniach genetycznych: syndromie Perlmana i nerczaku zarodkowym (guzie
Wilmsa) [69]. Opisane przez nas efekty mutacji w DIS3L2 wskazujg na zmiany
w metabolizmie RNA mogace wystepowaé¢ w syndromie Perlmana, nerczaku
zarodkowym i innych schorzeniach powodowanym przez mutacje w DIS3L2 oraz
potencjalnie TUT4/7. Czy funkcjonalna wspdtpraca TUT4/7 z DIS3L2 gra role w trakcie
rozwoju zarodowego przy zastepowaniu ekspresji trankryptow matczynych przez
transkrypty zygoty/embrionu (MZT) [38,70] nie zostato dotychczas zbadane.

Wkrdtce po opublikowaniu naszej pracy, wnioski w niej zawarte
(m.in. funkcjonalna wspodtpraca TUT4/7 i DIS3L2 oraz urydylacja niekodujgcych RNA
i transkryptéw pol Ill) znalazty niezalezne potwierdzenie w pracach z laboratoriow
Stepanki Vanacovej [42] i Richarda Gregorego [41].
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W pracy eksperymentalnej Warkocki i wsp., 2018 [29] odkryliSmy molekularny
mechanizm, ktéry zmniejsza zdolnos¢ retrotranspozonéw LINE-1 do wbudowywania
sie w nowe miejsca w ludzkim genomie.

Retrotranspozony sg grupg mobilnych elementéw genetycznych, ktérych
aktywnos¢ ksztattowata genomy eukariontéw w trakcie ewolucji [71,72].
U wspdiczesnego cztowieka pozostatosci aktywnosci mobilnych elementow
genetycznych stanowia blisko potowe genomu, za$ retrotranspozonéw ok. 30%
[71,73], przy czym retrotranspozony s jedyng grupa mobilnych elementéw
genetycznych, ktére nadal posiadajg zdolnos¢ mobilizacji tj. wbudowywania sie
W nowe miejsca w genomie [74,75]. Retrotranspozony obejmujg 3 grupy: LINE-1, ALU
i SVA, z ktorych tylko LINE-1 koduje wszystkie elementy niezbedne do insercji w nowe
genomowe /oci. Cykl zyciowy LINE-1 obejmuje transkrypcje genu LINE-1 przez pol Il, co
prowadzi do powstania kapowanego (posiadajgcego specyficzng strukture
stabilizujgca koniec 5’) i poliadenylowanego mRNA. LINE-1 mRNA jest odmienne od
innych ludzkich mRNA, poniewaz koduje 2 biatka: L1-ORF1p i L1-ORF2p, w dwdch
nastepujacych po sobie ramkach odczytu. Pierwsze z biatek posiada domene typu
coiled-coil, tworzy homotrimery i wigze in cis LINE-1 mRNA, z ktdrego powstato
[76,77,78]. Biatko L1-ORF2p posiada natomiast dwie aktywnosci enzymatyczne: nikazy
DNA (tj. zdolnos¢ do nacinania jednej nici DNA w dwuniciowej czgsteczce DNA) [79]
oraz odwrotnej transkryptazy (tj. przepisywania RNA na komplementarne DNA -
cDNA) [80]. L1-ORF2p powstaje w wyniku nietypowego mechanizmu reinicjacji
translacji, co sprawia, ze ilo$¢ kopii tego biatka jest ok 1000 razy nizsza niz L1-ORF1p
[81]. L1-ORF2p podobnie jak L1-ORFlp wigze sie z LINE-1 mRNA w obrebie jego
poliadenylowanego korica 3’ [82] tworzgc LINE-1 RNP [83], ktdre transportowane jest
do jadra komdrkowego. W nim moze zajs¢ wbudowanie LINE-1 w genomowe DNA,
w procesie okreslanym mianem TPRT (ang. target-primed reverse transcription).
Pierwszym etapem TPRT jest naciecie genomowego DNA przez L1-ORF2p w obrebie
konserwowanej ewolucyjnie sekwencji A|TTTTT, gdzie | oznacza miejsce ciecia [84].
W wyniku naciecia mozliwe jest uwolnienie krotkiego odcinka oligo(dT), ktéry paruje
sie z resztami A w ogonie poli(A) LINE-1 mRNA stanowigc starter dla odwrotnej
transkrypcji przez L1-ORF2p [85]. Wiasnie na tym etapie zasadniczego znaczenia
nabiera sekwencja korica 3’ LINE-1 mRNA. W nasze] pracy wykazaliémy, ze LINE-1
mRNA podlegaja wydajnej urydylacji przez TUT4/7 w rdinych ludzkich liniach
komoérkowych w tym w ludzkich komdrkach embrionalnych i komdrkach
progenitorowych neurondw, w ktérych LINE-1 podlegajg wysokiej ekspresji (podczas
gdy w wiekszos$ci komdrek somatycznych ich ekspresja jest blokowana epigenetycznie
uniemozliwiajgc transkrypcje). Stosujgc nowoczesne podejscie eksperymentalne
oparte o wysokoprzepustowe sekwencjonowanie [86] przeprowadzilismy analize
koricow 3’ LINE-1 mRNA. Blisko 40% LINE-1 mRNA byto urydylowanych, a tylko ok 50%
posiadato 3’ adeniny, przy czym wiekszos¢ z tych transkryptow posiadata krétkie ogony
oligo(A) liczace do ok. 10 adenin. Wsréd zsekwencjonowanych korncéw 3’ praktycznie
brak byto ogondw poli(A) liczgcych wiecej niz 50 adenin. Ok 5% zsekwencjonowanych
koncow 3’ nie posiadato ani ogona oligo/poli(A) ani reszt urydylowych, bedac

11



potencjalnie fragmentami pochodzgcymi z degradacji 3’-5" LINE-1 mRNA. Powyzsze
obserwacje poczyniliémy dla réznych klas endogennych LINE-1 wyrazanych
z genomowych Joci oraz LINE-1 mRNA powstajgcych na matrycy plazmidéw
zawierajgcych tzw. reportery LINE-1. Co istotne, w naszej pracy wykazalismy,
Ze obecnos¢ nawet pojedynczej reszty urydylowej na koricu 3° RNA zmniejsza poziom
retrotranspozycji LINE-1 (zdolnos¢ do wbudowania sie w genomowe DNA) o 20-30%,
a 3-4 urydyny o ponad 50%. W zgodzie z tymi obserwacjami w komadrkach wyrazajacych
zwiekszone ilosci TUT4 lub TUT7 poziom retrotranspozycji reporteréw LINE-1 byt
znaczaco zredukowany. Przeciwny efekt obserwowalismy w komdrkach, w ktérych
aktywnos¢ TUT4 i/lub TUT7 zostata wyciszona przez interferencje RNA. Wykazalismy,
ze podaz TUT4 i/lub TUT7 w komdrkach ma ograniczony wptyw na ilo$¢ LINE-1 mRNA
oraz retrotranspozonowych biatek L1-ORFlp i L1-ORF2p. Podobnie obserwowany
przez nas wptyw TUT4/7 na stabilnos$¢ i dynamike degradacji LINE-1 mRNA w komérce
byt ograniczony. Tym samym potwierdzajac, ze obserwowany efekt urydylacji na
retrotranspozycje LINE-1 wynika w przewazajgcej mierze z jakosciowych zmian koncéw
3’ LINE-1 mRNA, a nie ze zmian ilosciowych.

W dalszej kolejnosci wykazaliémy, ze urydylacja koicéw 3’ LINE-1 mRNA jest
mozliwa dzieki funkcjonalnej wspdtpracy TUT4/7 z biatkiem MOV10, ktére
zidentyfikowaliSmy jako biatko specyficznie wzbogacone w eksperymentach
immunoprecypitacji z TUT4 oraz, w mniejszym stopniu, z TUT7. MOV10 jest helikaza
5’-3’ oddziatujgcg z korncami 3’ RNA w tym LINE-1 mRNA [87]. Wykazalismy, ze MOV10
zwieksza poziom urydylacji LINE-1 mRNA in vivo i in vitro. Dodatkowo pokazalismy, ze
TUT4 ale nie TUT7 akumuluje sie w cytoplazmatycznych foci (,,ciatkach”), co moze miec
wptyw zardwno na zakres substratéw jak i odmienny efekt jaki urydylacja przez TUT4
lub TUT7 ma na RNA.

Podsumowujgc opisany w pracy Warkocki i wsp., 2018 molekularny mechanizm
zmniejszajacy wydajno$é retrotranspozycji LINE-1 ma zasadnicze znaczenia dla
utrzymania stabilnosci ludzkiego genomu. Jest to szczegdlnie istotne w komérkach,
w ktérych LINE-1 podlegajg wydajnej ekspresji. Dzieje sie tak w najistotniejszych dla
rozwoju i proliferacji cztowieka okresach, w tym na wczesnym rozwoju zarodkowym
i w trakcie tworzenia komérek rozrodczych. Wtedy znaczniki epigenetyczne sg czasowo
znoszone aby umozliwi¢ rozwdj nowego organizmu i nabycie przezen indywidualnych
cech [88]. Wysoka konserwacja ewolucyjna sekwencji rozpoznawanej przez L1-ORF2p
i uwalnianie krotkiego oligo(dT) jako startera dla odwrotnej transkrypcji [84,89]
sprawia, ze odkryty przez nas mechanizm jest wyjgtkowo skuteczny w zapobieganiu
nowym potencjalnie chorobotwdrczym insercjom LINE-1. Innymi stowy udato nam sie
odkry¢ piete Achillesowg LINE-1.

Urydylacja koficéw 3’ LINE-1 mRNA moze miec jednak inne daleko idgce efekty
na homeostaze komérki. Badaniu tych proceséw zamierzam poswieci¢ duzo uwagi jako
lider grupy (Zaktad Metabolizmu RNA) w IBCH PAN w Poznaniu.
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W pracy Razew i wsp., 2018 [90] przedstawilismy strukture drozdzowego
kompleksu mtEXO, zwanego rdéwniez mitochondrialnym degradosomem. MtEXO
degraduje RNA od korica 3’ w komodrkowych fabrykach energii — mitochondriach.
W pracy prezentujemy w jaki sposéb dwa biatka tworzace ten unikalny ,,kompaktowy”
kompleks wspotpracujg w degradacji RNA.

Kompleks biatkowy drozdzowego mtEXO zawiera biatka Dsslp i Suv3p, oba
kodowane przez genom jadrowy [91,92,93,94]. Dsslp jest 3’-5’ exorybonukleaza
nalezgca do klasy enzymdéw podobnych do RNAzy Il (ang. RNAse Il-like), tej samej klasy
enzymow co omawiane powyzej DIS3L2 [46,95]. Suv3p jest helikazg (biatkiem
rozplatajgcym dwuniciowe RNA) wykazujacg szereg podobienstw do rodziny helikaz
SF2, jednak posiadajgcg pewne wyrdzniajgce cechy [96]. Razem te dwa biatka tworzg
kompleks mtEXO odpowiedzialny za regulacje podazy i funkcji RNA w mitochondriach
drozdzy. W poréwnaniu do metabolizmu RNA w cytoplazmie obejmujgcego m.in.
urydylacje, sposdb regulacji podazy RNA oraz obrébki koricéw 3’ w mitochondriach
reprezentuje uproszczony system, w ktérym gtéwna rola przypada wtasnie mtEXO
[97,98]. Dzieje sie tak dlatego iz system regulacji transkrypcji mitochondrialnego opiera
sie na dwoch filarach: transkrypcji i degradacji RNA [97]. Ponadto dotychczas nie
opisano zadnej aktywnosci egzorybonukleolitycznej 5’-3° w mitochondriach [54,55].
Kodowane przez mitochondrialny genom biatka wchodzg w sktad tanicucha
oddechowego petnigc istotne role w tworzeniu energii w postaci ATP dla proceséw
komodrkowych [99]. Biatka te podlegajg translacji w mitochondriach z udziatem
mitochondrialnych rybosoméw i tRNA, niemniej wiekszos¢ mitochondrialnych biatek
kodowanych jest w genomie jagdrowym i powstaje w wyniku translacji
w cytoplazmie [99,100].

W naszej pracy uzyskali$my krysztaty i rozwigzaliSmy struktury Dsslp i mtEXO
z drozdzy Candida glabrata. Uzyskalismy krysztaty Dss1p, skréconego na koricu N o 69
aminokwasdéw (Cg-Dss17%°%), oraz biatka skréconego i posiadajgcego mutacje
w miejscu katalitycznym (Cg-Dss179-°%° D477N). Cg-Dss17%°% posiada typowg dla RNAz
typu Il domene katalityczng RNB (ang. RNA binding domain). Biatko wyrdznia sie jednak
sposrod innych enzymow tej grupy kompozycjg domen dodatkowych, wsréd ktérych
mozliwe jest wyrdznienie domeny typu KOW (w obrebie 8-barrel), domeny WH (ang.
winged helix), podwéjnej domeny HTH (ang. helix-turn-helix) i C-koncowej domeny S1.
Dsslp posiada rdowniez N-kofAcowg helise, natomiast sam koniec N
najprawdopodobniej nie posiada zdefiniowanej struktury. Wymienione domeny
zastepujg domeny CSD1 i CSD2 (ang. cold-shock domain) typowo obserwowane
w biatkach typu RNAzy Il [101], w tym w DIS3L2 [46] i RRP44 [102]. Ww.domeny
podobnie jak CSD1 i CSD2 dekoruja domene RNB tworzac lejek, ktéry moze
oddziatywac z RNA i prowadzi do wnetrza domeny RNB, na ktdrej spodzie znajduje sie
miejsce egzorybonukleolityczne 3’-5’.

Uzyskana przez nas struktura Cg-mtEXO powstata w oparciu o0 Dss179°%0 D477N
i Suv3%>  Mutacja w miejscu katalitycznym Dsslp umozliwita krystalizacje
w obecnosci RNA i ATP/Mg?* i wizualizacje RNA w strukturze biatka. Struktura Dss1p
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w Cg-mtEXO jest bardzo zblizona do struktury biatka w izolacji, a struktura Suv3p
w Cg-mtEXO jest zblizona do wczesniej okre$lonej struktury ludzkiego biatka [96].
W Cg-mtEXO Suv3p oddziatuje zdomenami dekorujgcymi Dss1p. Kilka miejsc kontaktu
znajduje sie w obrebie HTH w Dss1p i w domenie RecAl w Suv3p, w obrebie unikalnej
dla Suv3 helisy. Dodatkowe miejsca oddziatywania biatek w kompleksie znajdujg sie
odpowiednio w C-korncowej domenie Cg-Suv3p i domenie WH w Cg-Dss1p. Ponadto
N-korncowa domena Cg-Suv3p jest obecna w szczelinie pomiedzy WH, HTH i RNB.
Wykazaliémy, ze gtéwne miejsce oddziatywania oparte o unikalne dla Suv3p i Dsslp
domeny/reszty aminokwasowe ma zasadnicze znaczenie dla struktury mtEXO.
W eksperymentach in vivo wykazalismy, ze zmutowanie aminokwaséw istotnych dla
tego oddziatywania objawia sie uszkodzong zdolnosciag do oddychania tlenowego.
Za pomocy metody biofizycznej SAXS (ang. small angle X-ray scattering)
potwierdzilismy, ze obserwowane przez nas utozenie Suv3p i Dsslp w krysztale, ma
miejsce rowniez w roztworze wodnym, a zatem jest to funkcjonalna i biologicznie
wazna konformacja mtEXO.

Uzyskana przez nas struktura umozliwita zobrazowanie kanatu w mtEXO,
ktorym do miejsca katalitycznego prowadzone jest RNA. Struktura i dodatkowe
badania z wykorzystaniem rdézinych innowacyjnych i tradycyjnych podejs¢
biochemicznych pozwolity uscisli¢ dtugos¢ faricucha RNA w mtEXO do 16-18
nukleotydow. Wykazalismy, ze Suv3p w mtEXO umozliwia wydajng i szybka degradacje
RNA posiadajgcych struktury drugorzedowe (w tym fragmenty LINE-1 3’ UTR
i vaultRNA1-2) co nie jest mozliwe w przypadku samego Dsslp. Nasze badania
pozwolity potwierdzi¢ model dziatania mtEXO, w ktérym RNA jest aktywnie wplatane
przez Suv3p do kanatu mtEXO w kierunku miejsca katalitycznego, gdzie zachodzi
egzorybonukleolityczna 3’-5" degradacja RNA.

Podsumowujgc w pracy Razew i wsp., 2018 zaprezentowalismy catosciowq
analize struktury i funkcji drozdzowego mtEXO degradujacego RNA od korica 3'.
Uzyskane dane pozwalajg zrozumie¢ degradacje RNA w komodrkowych fabrykach
energii, mitochondriach, ktérych prawidtowe funkcjonowanie jest nieodzowne dla
eukariontéw.

W pracy przeglagdowej Warkocki i wsp., 2018 [59] podsumowalismy
i usystematyzowalismy odkrycia dotyczgce TENT, stosujgc ujednolicone nazewnictwo
tych enzymdéw wprowadzone przez HUGO Gene Nomenclature Committee
(https://www.genenames.org/) w 2018r. Omawiane biatka obejmujg TENT2, TENT4A,
TENT4B, TENTS5A, TENT5B, TENT5C, TENT5D, MTPAP (TENT6), TENT1, TUT4 i TUT7.
Enzymy te omowilismy w podziale na adenyltransferazy i urydyltransferazy. Szczegdlng
uwage poswiecilismy wyborowi i omdéwieniu najwazniejszych odkryé. W mojej ocenie
praca znaczgco wykracza poza podsumowanie i zebranie w jednym opracowaniu
odkry¢ innych badaczy. Jest tak dlatego, ze w oparciu o nagromadzone dane
odnieslismy sie do niektérych z wczesniejszych odkry¢ i propozycji mechanizmow
dziatania TENT, a takze ich specyficznosci substratowej krytycznie oceniajgc
zaproponowane mechanizmy. Praca w mojej ocenie stanowi dobry punkt wyjscia dla
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4.4,

0s0b chcacych zaznajomié sie z procesami metabolizmu RNA regulowanymi przez
TENT.

Opis dorobku naukowego spoza zbhioru prac wliczanych do osiggniecia

W sktad pozostatego dorobku naukowego wchodzg 4 prace eksperymentalne
i 1 praca przegladowa.

Praca eksperymentalna

Szczesny R, Kowalska K, Klosowska-Kosicka K, Chlebowski A, Owczarek E, Warkocki Z,
Kulinski T, Adamska D, Affek K, Jedroszkowiak A, Kotrys A, Tomecki R, Krawczyk P,
Borowski L, Dziembowski A

Versatile approach for functional analysis of human proteins and efficient stable cell
line generation using FLP-mediated recombination system.

PLoS ONE 13, e0194887
https://journals.plos.org/plosone/article?id=10.1371/journal.pone.0194887 PMID:
29590189 (2018)

Cytowania=2 IF52017 czasopisma=3.4 Pkt MNiSW=35

Praca zostata wykonana w Instytucie Biochemii i Biofizyki PAN w Warszawie.
ZaprezentowaliSmy w niej zestaw 52 plazmidow do tworzenia stabilnych linii
komadrkowych korzystajgc z komorek HEK293 Flp-in T-rex. Potwierdzilismy uzytecznosc¢
zestawu plazmidéw w tworzeniu linii komdrkowych oraz eksperymentow biologii
molekularnej (w tym m.in. do rdéinych procedur  wykorzystujgcych
immunoprecypitacje oraz do badania funkcji biatek in cellulo za pomocg zestawdw do
eksperymentéw typu ,depletion and rescue”), biologii komdérkowej (w tym badan
lokalizujgcych biatka w komadrce za pomocg szeregu réznych biatek fluorescencyjnych
dotaczanych jako metka do biatek badanych) oraz biochemii (oczyszczanie biatek
z komodrek ludzkich). Na poczet tej pracy zaprojektowatem kilka wektordw serii pKK,
cze$¢ z nich rowniez przygotowatem i potwierdzitem ich uzyteczno$¢ (wektory
kodujgce sekwencje MBP, 3x FLAG, HA i wektory do znakowania RNA (pKK-RNAtag
vector series). Opisane w pracy podejscia badawcze oraz przygotowane plazmidy
zostaty z powodzeniem wykorzystane w pracach eksperymentalnych wchodzacych
w sktad opisanego powyzej osiggniecia.

Pozostate 3 prace eksperymentalne wykonane zostaty w Instytucie im. Maxa
Plancka w Getyndze (niem. Max-Planck-Institut fiir biophysikalische Chemie)
w Zaktadzie Biochemii Komdrkowej kierowanym przez prof. Reinharda Lihrmanna:

Warkocki Z, Odenwalder P, Schmitzova J, Platzmann F, Stark H, Urlaub H, Ficner R,
Fabrizio P, Lihrmann R.

Reconstitution of both steps of Saccharomyces cerevisiae splicing with purified
spliceosomal components.

Nature Structural and Molecular Biology 16(12):1237-43.
https://www.nature.com/articles/nsmb.1729

PMID:19935684 (2009)

Cytowania=111 IF2009 czasopisma=12 (Q1) Pkt MNiSW=45
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Warkocki Z, Schneider C, Mozaffari-Jovin S, Schmitzova J, Hobartner C, Fabrizio P,
Lihrmann R

The G-patch protein Spp2 couples the spliceosome-stimulated ATPase activity of the
DEAH-box protein Prp2 to catalytic activation of the spliceosome.

Genes & Development 29(1):94-107. http://genesdev.cshlp.org/content/29/1/94.long
PMID:25561498 (2015)

Cytowania=28 IF2015 czasopisma=10 (Q1) Pkt MNiSW=45

Ohrt T, Odenwalder P, Dannenberg J, Prior M, Warkocki Z, Schmitzova J, Karaduman R,
Gregor |, Enderlein J, Fabrizio P, Lihrmann R.

Molecular dissection of step 2 catalysis of yeast pre-mRNA splicing investigated in a
purified system.

RNA 19(7):902-15 https://rnajournal.cshlp.org/content/19/7/902.long PMID:23685439
(2013)

Cytowania=35 IF2013 czasopisma=4.6 (Q1) Pkt MNiSW=35

Prace te poswiecone sg procesowi sktadania egzondw nazywanemu réwniez
splicingiem (ang. pre-mRNA splicing). Proces polega na wycinaniu z czasteczki
prekursoréw mRNA zwanych pre-mRNA sekwencji niekodujacych (intronéw) i sktadaniu
sekwencji kodujgcych (egzondw) w dojrzatg czgsteczke mRNA, ktéra moze zostac
przettumaczona na biatko w procesie translacji. Sktadanie egzonéw zachodzi w dwéch
nastepujacych po sobie reakcjach transesteryfikacji (etapy 1i 2) i jest katalizowane przez
kompleks biatkowo-rybonukleinowy nazywany spliccosomem [6]. Spliceosom jest
niewatpliwie jednym =z najbardziej skomplikowanych kompleksow w biologii
molekularnej, poniewaz w jego sktad poza pre-mRNA wchodzi 5 réznych snRNA oraz
ponad 80 biatek u drozdzy i ponad 100 u cztowieka. Spliceosom sktada sie de novo na
kazdym pre-mRNA i przechodzi szereg dynamicznych zmian w swoim skfadzie biatkowo-
RNA i w swojej strukturze [6]. Zasadniczg role w reorganizacji spliceosomu odgrywa
8 helikaz RNA/RNPaz (biatek rozrywajgcych kontakty biatek z RNA), ktore wykorzystujgc
energie z hydrolizy NTP modelujg nie tylko strukture RNA ale wptywajg réwniez na sktad
biatkowy spliceosomu. Gdy przystepowatem do realizacji mojego projektu doktorskiego
wiekszo$¢ wiedzy o splicingu oparta byta o eksperymenty genetyczne in vivo lub
przeprowadzane in vitro w obecnosci ekstraktéw komérkowych lub z czesciowo
oczyszczonymi kompleksami spliceosomu. W tych badaniach niemozliwe byto okreslenie
petnego skfadu biatkowego aktywnego spliceosomu. Podobnie utrudnione byto
przeprowadzenie szczegétowych badan biochemicznych nad regulacjg i efektami
dziatania helikaz/RNPaz na zmiane sktadu biatkowego i RNA kompleksu oraz na jego
strukture na poziomie kontaktdw pomiedzy poszczegdlnymi biatkami lub RNA
i na poziomie makromolekularnym.

Moim gtdwnym osiggnieciem naukowym bylo opracowanie systemu do

biochemicznego i biofizycznego badania splicingu w warunkach in vitro
z wykorzystaniem oczyszczonych komplekséw  drozdzowych  spliceosoméw
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i rekombinowanych biatek. W pierwszej kolejnosci prowadzitem reakcje splicingu in vitro
z zastosowaniem transkrybowanego in vitro RNA i ekstraktéw przygotowanych
z komédrek ze zmutowanym genem helikazy/RNPazy Prp2 (prp2-1). Wykorzystanie
termicznie inaktywowanych ekstraktéw z komoérek prp2-1 umozliwito ztozenie
kompleksu splicecosomu in vitro, lecz brak katalitycznie aktywnego biatka Prp2p
uniemozliwiat katalize etapu 1 splicingu. Ztozone kompleksy mogty zosta¢ wydajnie
oczyszczone w wieloetapowym procesie obejmujgcym rozdziat w gradiencie
glicerolowym, chromatografie powinowactwa kompleksu do ztoza oraz ponowny
rozdziat w gradiencie glicerolowym [103,104]. W podobny sposdéb w laboratorium
oczyszczono m.in. spliceosomy zatrzymane w procesie splicingu pomiedzy etapami 1i 2
[103]. Na podstawie analiz sktadu RNA i biatek oczyszczonych spliceosoméw prp2-1
i poréwnaniu sktadu tychze ze spliceosomami zatrzymanymi pomiedzy etapami 1 i 2
[103] mozliwe stato sie zidentyfikowanie biatek niezbednych do katalizy splicingu, wsréd
nich biatka Cwc25p o w owym czasie nieznanej funkcji [104]. Innymi stowy, w tych
badaniach oczyscilismy oraz zdefiniowali$my skfad drozdzowego spliceosomu na etapie,
ktéry zdefiniowali$my jako B24P2 Nastepnie poprzez dodanie rekombinowanego
biatka Prp2p i inkubacje z ATP mozliwe byto uzyskanie kompleksu, ktéry wraz ze
wspotpracownikami okredlilismy mianem B*. Sktad i struktura B* réznity sie od
kompleksu B4PP2 definiujgc tym samym role Prp2p w procesie, ktéry okreslilismy
mianem aktywacji katalitycznej splicecosomu. Wykazalismy, ze B* wydajnie katalizuje
etap 1 splicingu tylko w obecnosci biatka Cwc25p, ktore najprawdopodobniej stabilizuje
strukture RNA kompleksu sprzyjajacg katalizie. W wyniku katalizy etapu 1 powstaje
kompleks C. W pracy zademonstrowalismy, ze dodanie do C kolejnych 3 biatek (Prp16p,
Slu7p i Prp22p) prowadzi do etapu 2 tj. tgczenia egzondw. Tym samym z wykorzystaniem
systemu udato sie nam okresli¢ sktad biatkowy aktywnego spliceosomu i uzyskac
narzedzie do szczegdtowych badan rél jakie w katalizie etapow 1 i 2 petnig rézne biatka.
Opracowany system rekonstytucji splicingu in vitro pozwolit m.in. na szczegétowe
zbadanie roli Prp2p. Najwazniejszym efektem dziatalnosci Prp2p jest zalezne od
hydrolizy NTP obnizenie powinowactwa wigzania do spliceosomu 14 z ponad 45 biatek
obecnych w kompleksie B*! oraz zmiany jego makromolekularnej struktury [104].
Ponadto aktywnos¢ Prp2p prowadzi do stworzenia miejsca wigzania dla biatka Cwc25p
[104,105,106]. Biatko to wigze sie specyficznie ze spliceosomem B* lecz nie z B3 j jest
niezbedne do wydajnej katalizy etapu 1.

System rekonstytucji splicingu in vitro oraz przedstawione tu pokrétce wyniki
zostaty opublikowane w renomowanym czasopismie Nature Structural & Molecular
Biology w artykule, ktorego jestem pierwszym autorem. W tej pracy oraz w mojej pracy
doktorskiej (opublikowanej przez wydawnictwo Sierke, ISBN: 978-3-86844-439-1)
zamieszczone zostaty rowniez struktury uzyskane za pomocg mikroskopii elektronowej
z kontrastowaniem zwigzkami uranu (ang. negative stain EM) oraz przy pomocy techniki
cryo-EM polegajacej na witryfikacji kompleksu biatkowo-RNP. Obrazy te uzyskane
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zostaty we wspdtpracy z grupa mikroskopii elektronowej kierowang przez
prof. dra Holgera Starka. W badaniach zajmowatem sie oczyszczaniem spliceosomu
z reakcji in vitro z zastosowaniem réznych buforéw, dodatkéw niskoczgsteczkowych oraz
réznych sekwencji etapdw w procesie oczyszczania. Badania te wpisywaty sie w szeroki
nurt badan strukturalnych nad spliceosomem, ktérych ukoronowaniem byty prace z lat
2016-2018 przedstawiajgce struktury spliceosoméw [107,108,109], w tym praca
przedstawiajgca drozdzowy kompleks B*t[110]. Opracowany przeze mnie system nadal
moze potencjalnie postuzyé do stworzenia rodzaju ,filmu” tj. dokumentacji
dynamicznych przemian spliceosomu ze stadium B¥P®2 do stadium post-
katalitycznego wykorzystujgc do tego oczyszczone spliceosomy i dodatek
rekombinowanych biatek i ATP. Faktycznie w bardzo niedawno opublikowanej pracy
z laboratorium Yigong Shi, autorzy wykorzystujac podejscie eksperymentalne zblizone
do opracowanego przeze mnie pokazujg struktury umozliwiajgce wglad w proces,
w ktérym Prp2p tworzy miejsce katalityczne dla Cwc25p i Yju2p [111]. Cze$s¢ moich
pozostatych wynikéw ukazata sie w publikacji w RNA (z 2013r.). Opracowany przeze
mnie system z powodzeniem zostat wykorzystany do przeprowadzenia w laboratorium
prof. Lihrmanna szeregu szczegétowych badan [105,112,113,114].

W trakcie realizacji ww.projektéw zdobylem bogate doswiadczenie
W oczyszczaniu i analizie biochemicznej komplekséow biatkowo rybonukleinowych,
a takze w biochemii enzymoéw operujgcych w takich kompleksach — helikaz/RNPaz.
Uczestniczytem w projektowaniu eksperymentdow kinetycznych i biofizycznych.

Moja dalsza praca w zespole, w tym po obronie pracy doktorskiej, dotyczyta
badania roli jakg w katalizie splicingu spetnia biatko Spp2p. W owym czasie wiedziano,
ze Spp2p i Prp2p sg zdolne do oddziatywania [115]. Spekulowano réwniez role Spp2p
w tworzeniu miejsca wigzania dla Prp2p w spliceosomie [116]. Jednoczes$nie
dotychczasowe badania dotyczace zapotrzebowania w procesie splicingu na energie
z hydrolizy NTP przeprowadzano wyfgcznie z wykorzystaniem rekombinowanych biatek
przy braku spliceosomu, lub tez z nieoczyszczonymi spliceosomami w ekstraktach
komodrkowych. W moich badaniach udato mi sie opracowac¢ warunki oczyszczania
drozdzowego spliceosomu, ktére pozwalajg na specyficzne usuniecie Spp2p z kompleksu
(i otrzymanie kompleksu, ktéry nazwali$my B3cAPP2Asep2)  \Wykazatem, ze wbrew
wczesniejszym sugestiom Spp2p nie jest niezbedne do wigzania Prp2p ze spliceosomem.
Natomiast Spp2p ma znaczacy wptyw na aktywno$é NTPazowg Prp2p stymulujgc
hydrolize NTP przez to biatko. Przeprowadzitem eksperymenty biochemiczne w celu
okreslenia konsumpcji UTP przez Prp2p podczas konwersji oczyszczonego B3 do B*.
Monitorowatem konsumpcje UTP poniewaz w sktad komplekséw B3t i B* wchodzi biatko
Brr2p bedace ATPazg i biatko Snulldp bedace GTPaza. Aktywnosci ATP- i GTPazowe
Brr2p i Snull4p sg niezbedne w innych etapach splicingu niz konwersja B>t do B*, gdyz
ta zachodzi rownie wydajnie w obecnosci kazdego NTP, co wykazatem. Na podstawie
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wynikéw moich badan zasugerowatem, ze w obecnosci oczyszczonych spliceosoméw
Spp2p umozliwia wykorzystanie energii generowanej przez Prp2p podczas hydrolizy NTP
do przemodelowania kompleksu, podczas gdy przy braku Spp2p wytworzona energia
jest zuzywana w sposob bezproduktywny. W moich eksperymentach jako pierwszy
badacz miatem okazje oszacowaé konsumpcje UTP przez spliceosomowg
helikaze/RNPaze w obecnosci oczyszczonego kompleksu. Wyniki mojej pracy zostaty
wpierw zaprezentowane podczas konferencji ,,RNA Society Meeting 2013” w Davos
w Szwajcarii, a nastepnie w 2015r. opublikowane w czasopismie Genes and
Development, w publikacji, ktérej jestem pierwszym autorem.

Grupa prowadzona przez prof. Lihrmanna nalezy do najlepszych w $wiecie
w badaniu splicingu, wiodac prym wpierw w badaniach biochemicznych, a nastepnie
korzystajac z opracowanych w niej sposobdw oczyszczania splicecosoméw na badaniach
strukturalnych splicecosomu. W Instytucie Chemii Biofizycznej im. Maxa-Plancka
pracowato 4 laureatéw nagrody Nobla w tym laureat w dziedzinie fizjologii i medycyny
z roku 2014 prof. Stefan Hell. Prace w tym znakomitym naukowo miejscu uwazam za
bardzo cenne doswiadczenie i atut w planowanej dalszej pracy naukowej.

W trakcie doktoratu wzigtem czynny udziat w kilkunastu konferencjach
i sympozjach naukowych w tym w konferencji ,mRNA processing” w Cold Spring Harbor
w USA (2009), konferencji ,,Molecular Life Sciences” we Frankfurcie (2011), konferencji
»Multipole Approach to Structural Biology” w Warszawie (2011), konferencji
»Mossbacher Kollogium” w Mossbach (2010), w ,,Complex Life of mMRNA” w Heidelbergu
(2012) i corocznych ,Horizons in Molecular Biology” w Getyndze. W ramach szkoty
doktoranckiej GGNB (Géttingen Graduate School for Neurosciences, Biophysics, and
Molecular Biosciences) uczestniczytem jako stuchacz w wyktadach i w kilkunastu
kilkudniowych kursach metod w biologii molekularnej, biochemii i biofizyki. Bytem
rowniez osobg prowadzgca 3 kursy poswiecone oczyszczaniu kompleksow
makromolekularnych metodami chromatografii powinowactwa.

Ostatnig w tym spisie, cho¢ de facto, mojg pierwszg pracg byta publikacja
przeglagdowa poswiecona krotkim interferencyjnym RNA dziatajgcym in trans (ang.
trans-acting siRNA) w komadrkach roslin.

Warkocki Z, Figlerowicz M

Krotkie interferencyjne RNA dziatajgce in trans

Postepy Biochemii 52 (3), 253-259, 2006
http://www.postepybiochemii.pl/#File?./html|/3 2006/253.html
Cytowania: 3 (Google Scholar) Pkt MNiSW=5
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Publikacja powstata z mojej inicjatywy w trakcie wykonywania przeze mnie
projektu magisterskiego w Pracowni Biologii Molekularnej Roslin kierowanej przez
prof. dra hab. Marka Figlerowicza w ICHB PAN w Poznaniu. W owym czasie tasiRNA byty
nowo odkrytg grupg krotkich RNA [117,118,119]. Wykazano, Ze biorg one udziat
w potranskrypcyjnej regulacji ekspresji genéw (w tym m.in. gendéw z rodziny ARF, ang.
auxin response factors), podobnie jak siRNA wchodzgc w skfad kompleksu RISC
prowadzac do przeciecia i w efekcie degradacji mRNA. Charakterystyczny jest sposdb
powstawania tasiRNA, w ktdry zaangazowane sg m.in. zalezne od RNA polimerazy RNA,
enzymy obecne u roslin ale nie u zwierzat [120]. W 2006r. moja praca przeglagdowa
podsumowujgca odkrycia dotyczgce tasiRNA byta pierwszg w jezyku polskim i jedng
z pierwszych na $wiecie podsumowujgca to nowe odkrycie.

4.5. Wybrane nagrody i przyznane granty na badania®

2018 — 2021 SONATA grant Narodowego Centrum Nauki (Polska)

2018 Stypendium wyjazdowe EMBO do Uniwersytetu w Edynburgu (UE)

2016 [ll nagroda za najlepszg prace eksperymentalng IBB PAN w 2016r. (Polska)
2012 - 2015 FUGA grant Narodowego Centrum Nauki (Polska)

2014 Stypendium START Fundacji na Rzecz Nauki Polskiej (Polska)

2008 — 2010 Stypendium im. Augusta Kekulé z Fonds der chemischen Industire (Niemcy)
2007 Stypendium Erasmus na pobyt na Uniwersytecie Georga Augusta (UE)
2006 Stypendium Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego (Polska)

2002 Laureat XXXI Olimpiady Biologicznej dla ucznidow szkét srednich (Polska)
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