Streszczenie

Szybkosé i precyzja biosyntezy biatka uwarunkowana jest oddziatywaniem rybosomu
z czynnikami biatkowymi o aktywnosci GTPazowej, tzw. trGTPazami. Wigzanie rGTPaz
do rybosomu zachodzi w obrgbie centrum GTPazowego, zlokalizowanego na duzej
podjednostce  rybosomalnej.  Eukariotyczne — centrum GTPazowe sklada  sig
7 konserwatywnego fragmentu rRNA, zwanego petla sarcynowo-rycynowa (SRL),
oraz czedci biatkowej, ktora stanowi kompleks biatek P, tworzacy na rybosomie
charakterystyczng boczng wyniosto$¢. U cztowieka kompleks ten zbudowany jest z dwoch
heterodimerow biatek P1-P2, ktore wiaza sie z rybosomem poprzez biatko uL.10, tworzac
pentameryczny — uktad  uL10(P1-P2). Elementem bezposrednio  uczestniczacym
w oddziatywaniu z trGTPazami jest konserwatywny fragment C-terminalny biatek P,
ktéry stanowi jednoczesnie miejsce interakcji z grupg toksyn okreslanych jako biatka
inaktywujace rybosom (RIP), takich jak np. rycyna czy trichosantyna. Eukariotyczny
kompleks bialek P posiada pie¢ identycznych fragmentéw C-koncowych, jednak funkcja
ich multiplikacji nie jest do konca poznana. Niejasna jest rowniez rola posttranslacyjnej
modyfikacji tych biatek w formie fosforylacji konserwatywnych reszt serynowych,

zlokalizowanych w obrebie fragmentow C-terminalnych.

Celem pracy byla charakterystyka funkcjonalna C-terminalnych fragmentow
rybosomalnych biatek P w ich interakcji z toksynami RIP. Najwazniejszy aspekt
przeprowadzonych badan stanowito okreslenie molekularnego mechanizmu interakcji
kompleksow biatek P z toksynami RIP, ze szczegdlnym uwzglednieniem funkcji
indywidualnych fragmentow C-terminalnych biatek P1 i P2 w wigzaniu katalitycznej
podjednostki rycyny (RTA) czy trichosantyny (TCS) oraz roli fosforylacji
konserwatywnych reszt serynowych w sekwencji C-terminalnej biatek P w interakeji
z toksynami RIP. W ramach rozprawy doktorskiej przygotowano rowniez pracg
przegladows, —podsumowujacg dotychczasowe badania nad interakcjg  rycyny

z rybosomem.

Jako model badawczy wykorzystano kompleksy ludzkich biatek P w formie dimerow
P1-P2 i pentamerow uL10(P1-P2); oraz rekombinowane toksyny RTA i TCS. W celu
okreélenia roli indywidualnych fragmentow C-terminalnych biatek P1/P2 opracowano uktad
genetyczny umozliwiajacy wydajna ekspresje 1 oczyszczanie pentameru biatek P,

pozbawionych fragmentow C-terminalnych (AC) w obrebie biatka P1 lub P2. Przygotowano



rowniez konstrukty genetyczne umozliwiajace ekspresje biatek P1 i P2 z mutacjami S/A
1 S/E we fragmencie C-terminalnym, ktére wykorzystano w celu zbadania roli fosforylacji
C-konca biatek P. Wszystkie wykorzystane biatka otrzymano na drodze heterologicznej
ekspresji w ukladzie bakteryjnym oraz wieloetapowego oczyszczania, a nastepnie
przeprowadzono ich charakterystyke biofizyczna. Analizg interakcji kompleksow biatek P
z toksynami biatkowymi przeprowadzono z wykorzystaniem techniki termoforezy

mikroskalowej oraz interferometrii biowarstwowe;j.

Wykazano, ze oddziatywanie RTA 2z biatkami P cechuje sie wysokim
powinowactwem, a profil kinetyczny tej interakcji wskazuje na szybkag asocjacje
i dysocjacje powstajacego kompleksu. Na podstawie analiz kinetycznych zaobserwowano,
ze stechiometria interakcji wynosi 1:1, tj. jedna czagsteczka RTA oddzialuje z jednym
kompleksem biatek P, niezaleznie od ilosci fragmentéw C-terminalnych. Uzyskane wyniki
pokazaly, ze obecno$¢ dodatkowych kopii C-terminalnych fragmentéw biatek P
w strukturze pentameru przyczynia si¢ do zwiekszenia szybkosci asocjacji toksyny
oraz do stabilizacji powstajacego kompleksu. Wskazano réwniez na wiodaca role biatka P1
w oddziatywaniu kompleksu biatek P z RTA. Na podstawie wynikow przeprowadzonych
analiz zaproponowano mechanistyczny model interakcji biatek P z RTA, pokazujac,
ze dostarczanie toksyny do SRL nie zalezy wytacznie od interakcji z C-terminalnym
fragmentem biatka P1; rownie istotng role w kotwiczeniu toksyny do rybosomu odgrywa
kontekst strukturalny w obrebie pelnego pentameru, stanowigcego natywng strukture

kompleksu bocznej wyniostosci rybosomu.

Analiza oddziatywania RTA i TCS z dimerami bialek P1-P2 z mutacjg S/E,
nasladujgcg strukturalnie stan fosforylacji, wskazata, ze fosforylacja reszt serynowych
w C-terminalnym fragmencie biatek P prowadzi do spadku powinowactwa tych biatek
do toksyn RIP, wynikajacego przede wszystkim ze zwigkszenia szybkosci dysocjacji
powstajacego kompleksu. Na podstawie modelowania struktury C-terminalnego fragmentu
biatlek P zaproponowano, ze wprowadzenie dodatkowego tadunku ujemnego poprzez
fosforylacje reszt serynowych indukuje formowanie a-helisy, a jej obecno$¢ powoduje

destabilizacje wigzania kompleksu RIP-biatka P i jego szybki rozpad.

W ramach niniejszej rozprawy przygotowano takze prace przegladowa,
ktora podsumowuje aktualng wiedze dotyczaca oddziatywania rycyny z rybosomem

na poziomie molekularnym, z uwzglednieniem roli kompleksu biatek P. Opisano réwniez



mechanizm  depurynacji  petli  sarcynowo-rycynowej przez RTA w  kontekscie
funkcjonowania eukariotycznego centrum GTPazowego, z uwzglednieniem cech
strukturalnych SRL, jej roli w procesie stymulacji hydrolizy GTP przez trGTPazy

oraz konsekwencji depurynacji dla procesu biosyntezy biatka.
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