STRESZCZENIE

Niniejsza rozprawa doktorska dotyczy rybosomalnego centrum GTPazowego
(GAC, ang. GTPase Associated Center), jednego z miejsc aktywnych rybosomu,
ktorego funkcja jest rekrutacja i stymulacja aktywnosci GTPazowej czynnikdéw
translacyjnych. Energia uwolniona w wyniku hydrolizy GTP zasila maszynerie
translacyjng, zapewniajac jednokierunkowo$¢ i procesywnos$¢ translacji oraz
precyzj¢ dekodowania informacji genetycznej. Struktura GAC formuje sie podczas
koncowych etapdw biogenezy duzej podjednostki rybosomalnej (60S) w wyniku
wymiany bialkowego czynnika wspomagajacego biogeneze Mrt4 na rybosomalne
biatko uL10. Dojrzatg strukture GAC stanowi oligomeryczny kompleks zwany
boczng wyniostoscia rybosomalng, zbudowany z biatek ulL10, P1, P2 oraz
elementéw rRNA. Jednym z mechanizméw regulacji procesu dojrzewania
rybosomow jest fosforylacja reszt serynowych/treoninowych biatek wspomagajacych
biogenez¢ rybosomoéw. Potencjalnym regulatorem biogenezy struktury GAC jest
biatko Mrt4 zawierajace w regionie C-koncowym reszty seryny ulegajgce
fosforylacji. GAC w swej kanonicznej kompozycji odgrywa istotng role
w optymalnym funkcjonowaniu rybosomu, jednakze w literaturze mozna znalezé
wiele doniesien dotyczacych modyfikacji metabolizmu komorki poprzez zmiany
w stechiometrii struktury GAC. Zmiany te mogg prowadzi¢ do powstania populacji
"wyspecjalizowanych rybosoméw" oraz do ujawnienia si¢ tzw. "pozarybosomalnych"
funkcji biatek formujacych struktur¢ GAC, odmiennych od ich roli w translacji.
Rybosomalne biatko uLl0, postrzegane jako biatko "wielofunkcyjne"
(ang. moonlightening protein) o nieznanych "poza-translacyjnych" aktywnosciach,
zostalo powigzane z wieloma szlakami metabolicznymi oraz stanami chorobowymi.
Mimo dostgpnosci tych danych, pytanie o doktadng charakterystyke
"pozarybosomalnych" funkcji biatka uL10 w dalszym ciggu pozostaje otwarte.

Celem rozprawy doktorskiej bylo poznanie roli biatek formujgcych strukture
GAC: Mrt4 oraz ulL10, P1, P2 w adaptacji metabolizmu komorki do warunkow
stresowych. Analizy subkomoérkowej lokalizacji i dynamiki biatek w warunkach in
vivo, przeprowadzone na poziomie pojedynczej komodrki w oparciu o przejsciows
ekspresjg badanych biatek w fuzji z biatkami fluorescencyjnymi, komplementowane
byly analizami biochemicznymi in vitro, przeprowadzonymi na poziomie populacji

komorek zaréwno dla badanych biatek natywnych jak i fuzyjnych.



Realizacj¢ postawionego celu rozpoczgto od analizy subkomorkowej
lokalizacji wariantow biatka Mrt4: formy natywnej, delecyjnej (pozbawionej regionu
C-koncowego), fosfomimetycznej (imitujacej stan permanentnej fosforylacji) oraz
defosfomimetycznej (imitujacej stan permanentnej defosforylacji) w warunkach
stresowych indukowanych aktynomycyna D (ActD) ("stres jaderkowy'") oraz
leptomycyng B (LMB). Zaobserwowano, ze w przeciwienstwie do formy natywnej,
w warunkach stresowych, wszystkie trzy warianty biatka Mrt4 ze zmodyfikowanym
regionem C-koncowym wykazuja retencje cytoplazmatyczng na niedojrzatych
podjednostkach 60S, wskazujac na bezposredni zwigzek statusu fosforylacji Mrt4
z regulacja biogenezy rybosomdéw. Nastepnie przeprowadzono analizy
subkomorkowej dystrybucji  bialkowych komponentéw dojrzatego centrum
GTPazowego w warunkach stresu indukowanego ActD, pokazujgc odmienne
zachowanie si¢ bialek uL10, P1, P2 w stosunku do innych biatek rybosomalnych.
W 'stresie jaderkowym" zaobserwowano unikalne zjawisko pojawienia sie
w cytoplazmie biatka uL10 w formie niezwigzanej z rybosomem. Zwigkszong
szybko$¢ dyfuzji uL10 w "stresie jaderkowym" pokazano za pomocg technik FRAP
(ang. Fluorescence Recovery After Photobleaching) oraz FLAC (ang. Fluorescence
Loss After photocConversion). Uniwersalny charakter tego zjawiska potwierdzono
wykorzystujac rézne linie komdérkowe oraz rézne induktory stresu. Wykorzystujgc
nowatorskie podejscie eksperymentalne nazwane FRAP-AC (ang. FRAP After
photoConversion) udowodniono, ze pojawienie si¢ uL10 w cytoplazmie w formie
niezwigzanej z rybosomem w "stresie jaderkowym" jest wynikiem uwolnienia ul.10
z istniejagcych w komoérce rybosomow.

Otrzymane wyniki wskazuja na nowe mechanizmy metaboliczne zwigzane
z adaptacja komorki do zmiennych warunkéw sSrodowiskowych, poprzez
modyfikacje konkretnej struktury maszynerii translacyjnej. W tym kontekscie
zarowno "niedojrzata" jak i "dojrzata" struktura GAC moze odgrywaé wazng role
w modulowaniu metabolizmu komorki poprzez regulacje biogenezy rybosomodw,
translacji oraz poprzez "pozarybosomalne" funkcje bialek GAC. Na bazie
otrzymanych wynikéw mozna zaproponowa¢ model funkcjonowania struktury GAC
w warunkach stresowych wedlug ktérego: biatko Mrt4 ulega retencji na
niedojrzalych podjednostkach 60S blokujac dalsze etapy ich dojrzewania a biatko
uL10 ulega uwolnieniu z rybosomu prawdopodobnie zyskujac "nowe zycie"

metaboliczne w celu pelienia odmiennej funkcji biologiczne;j.
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