STRESZCZENIE

Niniejsza rozprawa doktorska dotyczy okreslenia funkcji  multiplikacji
rybosomalnych biatek P, ktore stanowig glowny element biatkowy eukariotycznego centrum
GTPazowego - GAC, ang. ,,GTPase Associated Center”. Centrum to znajduje si¢ na duzej
podjednostce rybosomalnej, a jego funkcja polega na wigzaniu i stymulacji aktywnosci
GTPazowe] czynnikéw translacyjnych, tzw. trGTPaz. GAC jest odpowiedzialny za
uwolnienie energii zgromadzonej w GTP, ktéra jest gldwnym motorem napedowym
w funkcjonowaniu rybosomu i zapewnia jednokierunkowo$¢ procesu translacji.
Eukariotyczne biatka P tworza dwa hetero-dimery P1-P2, ktore nie oddziatujg bezposrednio
z rybosomalnym RNA, ale wigza si¢ z rybosomem za posrednictwem biatka uL10, tworzac
pentameryczny kompleks uL10-(P1-P2),. W komoérkach drozdzowych kompleks ten posiada
zmodyfikowang konfiguracje, uL10-(P1A-P2B)(P1B-P2A). Unikatowa cechg bialek P
wchodzacych w sktad kompleksu jest ich multiplikacja, a przede wszystkim powielenie
tzw. domen P, ktore zawieraja konserwatywny C-terminalny fragment, odpowiedzialny za
bezposrednie oddzialywanie z trGTPazami. W eukariotycznym kompleksie uL10-(P1-P2),
wystepuje piec¢ identycznych C-koncowych fragmentow; cztery pochodzg z dwoch dimeréw
P1-P2 oraz piaty z domeny P w biatku uL10. Obecnos$¢ tylko jednego takiego elementu na
rybosomie wystarcza do stymulacji, zaleznej od czynnikow translacyjnych, hydrolizy GTP
in vitro co zapewnia przebieg biosyntezy biatka i zywotno$¢ komorek.

Celem pracy jest poznanie funkcji eukariotycznych biatek P, a przede wszystkim roli
multiplikacji tych biatek w aspekcie dzialania maszynerii translacyjne;.

Jako model badawczy wykorzystano komorki drozdzy Saccharomyces cerevisiae,
. zestaw mutantow na bazie szczepu BY4741, ktore posiadaty zmodyfikowang konfiguracje
kompleksu bialek P. Wykorzystano trzy szczepy drozdzowe, BY4741 posiadajacy
niezmieniony kompleksy w formie uL10-(P1A-P2B)(P1B-P2A), oraz mutanty: uL10,,, Oraz
UL10anin2 posiadajace konfiguracje kompleksu odpowiednio, uL10-(P1A-P2B) i uL10.
Realizacje zadan badawczych rozpoczeto od charakterystyki fenotypowej otrzymanych
mutantow drozdzowych. Zaobserwowano, ze szczep drozdzowy UL10ann, W ktérym
rybosomy pozbawione sa wszystkich bialek P charakteryzuje si¢ powolnym wzrostem,
a cecha ta zwigzana jest z zaburzeniami w cyklu komérkowym, w fazie G1, czego rezultatem
jest znacznie wydtuzony czas generacji komorki drozdzowej. Analizy fenotypowe wykazaty
ponadto, ze mutant UL1Oanpn, Wykazuje defekt metaboliczny, tj. nie wykorzystuje

tzw. niefermentowalnych Zrédet wegla, jak etanol czy glicerol. Nastgpne kroki to analizy



skierowane na opisanie funkcjonowania maszynerii translacyjnej w aspekcie ilosciowym
jak 1 jako$ciowym. Analizy iloSciowe, czyli okreslenie wydajnosci translacji na
poszczeg6lnych jej etapach. Wykorzystano takie analizy jak ,,profilie polisomoéw” w tym
analiz¢ ,,runoff” oraz ,,half transit time”. Analizy te wykazatly, ze brak biatek P na rybosomie
nie zaburza efektywnosci translacji na poszczegdlnych etapach cyklu translacyjnego.
Jednakze, najbardziej zaskakujacy wynik otrzymano na bazie analiz jakosciowych wskazujac,
ze rybosomy z defektywnym kompleksem biatek P wykazuja zaburzenia w precyzji
dekodowania informacji genetycznej. Analizy te wykonano na bazie systemu dwoch lucyferaz
jako uktad reporterowy (,Dual Luciferase Assay Reporter System”). Wykazano,
ze zaklocenie architektury kompleksu wptywa w szczegdlnosci na proces dekodowania,
tj. wprowadzenie blednego aminokwasu ,,misincorporation”, supresji kodonu stop ,,read-
through” czy przesunigcie ramki odczytu o 1 nukleotyd w kierunku 3°, tzw. +1
,frameshifting”. Wyniki analiz oparte na systemie reporterowych lucyferaz, poparte sg
obserwacjami wskazujgcymi, ze mutant drozdzowy pozbawiony biatek P jest nadwrazliwy na
antybiotyki z grupy aminoglikozydow, ktore uposledzaja proces dekodowana. Pokazuje
to synergistyczny efekt miedzy defektem dekodowania wynikajacym z niedoboru biatek P
a stosowanym aminoglikozydem. Analizy te, co istotne, pokazuja korelacj¢ miedzy liczba
kopii biatek P na rybosomie i wptywem na doktadno$¢ ttumaczenia informacji genetycznej
przez rybosom. Zubozenie rybosomu o jeden dimer P1-P2, to jedynie umiarkowany defekt
dekodowania, podczas gdy juz brak dwoch dimeréow powodowato znaczny wzrost
czestotliwos¢ mylenia si¢ rybosomu. Ponadto, analizy dziatania maszynerii translacyjnej
wskazaty, ze mutant drozdZzowy z zaburzeniami w architekturze kompleksu biatek P nabywa
opornosci na sordarin; specyficzny antybiotyk dzialajagcy na grzyby, rzucajac nieco wiecej
Swiatta na molekularny aspekt dziatania tego antybiotyku.

Podsumowujac, w niniejszej rozprawie doktorskiej wykazano, ze multiplikacja
bialek P, a przede wszystkim obecno$¢ pigciu charakterystycznych C-terminalnych
fragmentéw bialek P1/P2 1 biatka ulL10, odgrywa istotng rol¢ w procesie dekodowania
informacji genetycznej przez rybosom. Zatem, mozna stwierdzi¢, ze gtdéwna rola multiplikacji
bialek P jest funkcjonalne sprzezenie z jakosciowym aspektem dzialania rybosomu,
tj. dekodowaniem informacji genetycznej. Ponadto, badania te niosg w sobie aspekt
aplikacyjny, poniewaz wskazuja, ze kompleks biatek P moze odgrywac istotng role
w oddzialywaniu sordarinu z rybosomem. Wynik ten, otwiera droge do poznania podstaw
molekularnych dziatania sordarinu na maszyneri¢ translacyjng, a tym samym opracowanie

efektywnych anty-grzybiczych antybiotykow.






