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Interakcja ludzkich rybosomalnych bialek P
z katalityczng podjednostkg rycyny

Eukariotyczny , kciuk” rybosomalny jest kompleksem biatkowym wchodzacym w sktad
rybosomalnego centrum GTPazowego, ktore odpowiedzialne jest za stymulacj¢ hydrolizy GTP
za posrednictwem translacyjnych GTPaz, biatek ktéore wspomagaja rybosom w procesie
translacji. Kompleks , kciuka’ zbudowanym jest z rybosomalnego bialka uL 10 oraz unikalnych
dla eukariontow biatek P1/P2. Dwa heterodimery P1-P2 razem z biatkiem uL10 tworza
pentameryczny kompleks o konfiguracji uL10(P1-P2);. Kompleks pentameryczny jest
odpowiedzialny za interakcje z translacyjnymi GTPazami, odgrywajac role w ich wigzaniu do
rybosomu oraz bierze udzial w stymulacji hydrolizy GTP za posrednictwem translacyjnych
GTPaz. W konsekwencji, kompleks ten jest odpowiedzialny za wysoka procesywnos¢
rybosomu w translacji. Rybosomalne bialka wchodzace w sktad pentamerycznego kompleksu
zawieraja wysoce konserwatywny fragment C-terminalny, ktory jest krytyczny dla interakcji
z translacyjnymi GTPazami. Uwaza si¢, ze fragment C-terminalny sa gléwna platforma
wigzaca rodzine translacyjnych GTPaz, zapewniajacych pelng funkcjonalno$¢ dla rybosomu.
Co ciekawe, szereg badan wykazal, ze bialka te sg rowniez celem dla biatek z rodziny RIP (ang.
Ribosomal Inactivating Protein), ktore sg uwazane za jedne z najbardziej toksycznych biatek
w przyrodzie. Biatka RIP prowadza depurynacj¢ rRNA w obrebie centrum GTPazowego, co
prowadzi do zahamowania translacji za posrednictwem rybosomu, a konsekwencja tego jest

$mieré¢ komorki.

Celem badawczym w niniejszej pracy byto zdefiniowanie roli poszczeg6élnych biatek P,
a przede wszystkim roli indywidualnych fragmentow C-terminalnych w interakcji z biatkiem
RIP - rycyng. W tym celu zbadano interakcj¢ ludzkich komplekséw biatek P oraz ich form
delecyjnych z katalityczng podjednostka rycyny (RTA). Nalezy podkresli¢, ze mimo wielu lat
badan, interakcja biatek RIP z rybosomalnymi biatkami P nie byta doktadnie zbadania. Opisano
udzial biatek P i ich C-koncow w wigzaniu bialek RIP wykorzystujac szereg badan
biochemicznych, ale analizy przeprowadzano wylacznie w tzw. izolowanych uktadach
doswiadczalnych z uzyciem réznych form oligomerycznych bialek P, takich jak homodimery

P2 czy oligomery P1, badZ z wykorzystaniem krétkich peptydow. Z uwagi na fakt, iz biatka P



preferencyjnie tworza istotne biologicznie heterodimery P1-P2, ktore uznaje si¢ za centralny
element funkcjonalny ,kciuka” rybosomalnego, w niniejszej pracy zbadano interakcj¢ dimeru
P1-P2 z biatkami RIP, wykorzystujgc heterodimer jako tzw. najmniejsza funkcjonalng
jednostke strukturalng , kciuka”. W ramach prac badawczych opracowano de novo konstrukty
genetyczne pozwalajgce na otrzymanie tzw. delecyjnych form ludzkich biatek P, w ktérych
usunieto 16-cie konserwatywnych, C-koficowych aminokwaséw (odpowiednio nazwane jako
Plac dla biatkka P1 pozbawionego fragmentu CTD oraz P2ac dla biatka P2, takze
nieposiadajgcego fragmentu C-terminalnego). Zakres prac badawczych obejmowal szereg
dzialan w zakresie biologii molekularnej oraz analiz biofizycznych, m.in.: inZynieri¢
genetyczng oraz inZynieri¢ biatka, a w tym chromatografi¢ jonowymienng (ang. Size Exclusion
Chromatography, SEC), dichroizm kotowy (ang. Circular Dichroism, CD), nano-r6znicowg
fluorymetri¢ skaningowa (ang. nano differential scanning fluorimetry, nanoDSF),
spektrometri¢ mas w warunkach niedenaturujagcych (ang. Native Mass Spectrometry,
,hative”-MS). Ponadto zastosowano techniki do analizy oddzialywan molekularnych
bialko-bialko takie jak termoforeza mikroskalowa (ang. Microscale Thermophoresis, MST)

oraz interferometria bio-warstwowa (ang. Bio-layer Interferometry, BLI).

Pierwszym zadaniem bylo otrzymanie rekombinowanych bialek P1, P2 oraz ich form
delecyjnych Plac, P2ac. W tym celu przeprowadzono heterologiczng ekspresj¢ biatek P
iw zalezno$ci od parametréw biofizycznych poszczegdlnych biatek wykonano ich
oczyszczanie. Otrzymane poszczegOlne biatka rekombinowane zostaly wykorzystane do
uformowania kompleksé6w biatkowych: heterodimeru P1-P2, heterodimerycznych form
delecyjnych - P1-P2ac, Plac-P2, Plac-P2ac oraz homodimeréw P2-P2 i P2ac-P2ac.
W kolejnym etapie przeprowadzono charakterystyke strukturalng otrzymanych kompleksow
bialek P z wykorzystaniem metod biofizycznych takich jak SEC, CD, nanoDSF oraz ,,native”-
MS. Roéwnolegle, wykonano heterologiczna ekspresj¢ katalitycznej podjednostki rycyny
(RTA). Otrzymane biatko rekombinowane oczyszczono na drodze chromatografii
powinowactwa oraz wykonano, analogiczng do analiz dimeréw, charakterystyke biofizyczna.
Badanie interakc;ji biatko:biatko przeprowadzono za pomoca dwoch metod badawczych: MST
oraz BLI. W ramach badafh wyznaczono wartosci statych dysocjacji, a tym samym okreslono
poziom powinowactwa poszczegdlnych komplekséw do RTA. Uzyskane wyniki wskazaty, ze
C-terminalny region biatek P jest odpowiedzialny za oddziatywanie z biatkami RIP, jednakze
badania te pozwolilty na precyzyjne zdefiniowanie roli poszczegélnych C-terminalnych

elementéw, wskazujgc na nierbwnocenng role tychze fragmentéw polipeptydowych w obrebie



biatka P1 i P2; mianowicie zaobserwowano, ze dominujgca rol¢ w interakcjach z RTA
wykazuje fragment C-terminalny pochodzacy z biatka P1. Wyniki analiz sugeruja, ze nie tylko
fragment C-terminalny, ale takze przestrzenna organizacja dimeru P1-P2 ma znaczenie dla
interakcji z RTA. Na bazie uzyskanych wynikéw zaproponowano model interakcji
heterodimeru P1-P2 z uwzglednieniem organizacji przestrzennej kompleksu, wskazujac, ze
uktad dwoch Dbiatek P1-P2  zapewnia wlasciwa orientacje przestrzenna fragmentu

C-terminalnego biatka P1, co promuje interakcje z biatkami RIP.
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