Streszczenie

Niniejsza rozprawa doktorska dotyczy charakterystyki funkcjonalnej fosforylacyjnej
modyfikacji rybosomalnych biatek P. Biatka te stanowig podstawowy element biatkowy
eukariotycznego centrum GTPazowego — GAC (ang. GTPase associated center). Centrum
GTPazowe zlokalizowane jest na duzej podjednostce rybosomu 60S, a jego najlepiej
zdefiniowana funkcja to wigzanie i stymulacja aktywnosci GTPazowej translacyjnych GTPaz.
Rybosomalne biatka P tworza pentameryczny kompleks uL10-(P1/P2);, ktéry wiaze sig¢ do
rRNA rybosomu za posrednictwem biatka uL10. Wszystkie biatka P: uL10, P1 i P2, posiadaja
w  swojej sekwencji aminokwasowej konserwatywny  fragment C-terminalny
(EESEESDDDMGFGLFD), w obrebie ktorego znajduja sie reszty seryny (S304 i S307 uLL10,
S101 i S104 P1, S102 i S105 P2) ulegajace fosforylacji zaleznej od kinazy CK2. Pomimo
opisania mozliwosci fosforylacji tych biatek w warunkach in vitro, ich status fosforylacyjny in

vivo, a takze rola tej post-translacyjnej modyfikacji nigdy nie zostaly zdefiniowane.

Celem niniejszej pracy bylo zdefiniowanie in cellulo statusu fosforylacyjnego
rybosomalnych bialek P w podstawowych warunkach fizjologicznych i w warunkach
stresowych, jak rowniez okreslnie czy kinaza CK2 odpowiada za fosforylacje biatek P in vivo,
a takze scharakteryzowanie roli zmian statusu fosforylacyjnego tych bialek w procesie

odpowiedzi komorki na zmieniajace si¢ warunki srodowiskowe.

Jako model badawczy wykorzystano ssacze linie komorkowe MEF oraz linie
nowotworowe, HeLLai HCT116. Realizacjg celu rozpoczeto od analizy statusu fosforylacyjnego
biatka ulL10, ktore stanowi ‘strukturalny krggostup’ calego kompleksu biatek P. Badania
biochemiczne wykorzystujace technike elektroforezy 2D wskazaly, ze biatko uL10 moze
wystepowacé w pieciu izoformach rézniacych si¢ tadunkiem, co odpowiada réznym stopniom
jego ufosforylowania. Badania in silico pokazaly mozliwo$¢ fosforylacji biatka uL 10 w obrgbie
jego domeny C-terminalnej, jak réwniez N-terminalnej. Dalsze badania mikroskopowe oraz
biochemiczne bazujace na wariantach mimetycznych biatka ulL10 wskazaly, ze jego
fosforylacja w domenie N-terminalnej, w pozycjach tyrozyny 24 oraz treoniny 59 zaburza jego
wigzanie do czasteczki rybosomu. W kolejnych etapach niniejszej pracy scharakteryzowano
stan fosforylacji biatek P in cellulo. Zastosowanie metody barwienia Pro-Q oraz metody Phos-
tag/SDS-PAGE wskazato, ze w podstawowych warunkach fizjologicznych, czyli przy braku
stresu, rybosomalne biatka P wystepuja na rybosomach wytacznie w postaci ufosforylowane;.

Analizy proteomicznych i fosfoproteomicznych baz danych byly spdjne z analizami




biochemicznymi i potwierdzily, ze w warunkach stanu podstawowego biatka P sa
ufosforylowane. Monitoring statusu fosforylacyjnego biatek P w warunkach stresowych tj.
w stresie retikulum endoplazmatycznego, oksydacyjnym, mitochondrialnym czy tez
w warunkach gtodzenia aminokwasowego, pokazat brak jego zmian w stosunku do warunkéw
kontrolnych. Wykorzystujac specyficzny inhibitor kinazy CK2, CX-4945, pokazano, ze
w warunkach in vivo kinaza CK2 jest odpowiedzialna za fosforylacje biatek P, a jej
zahamowanie prowadzi do gromadzenia si¢ biatek P w formie niefosforylowanej. Analiza
profilu polisomow wskazata, ze fosforylowane jak i niefosforylowane biatka P wiaza si¢ do
translacyjnie aktywnych rybosomow. Badania dotyczace wpltywu CX-4945 na metabolizm
komorek pokazaly aktywacje szlaku zintegrowanej odpowiedzi na stres (ISR) zalezna od
kinazy GCN2. Aktywacja kinazy GCN2 w stresie wywolanym CX-4945 nie byla
spowodowana spadkiem stgzenia aminokwaséw w komorce, co wskazuje na inny niz
kanoniczny mechanizm jej aktywacji w tych warunkach. Opisujac funkcjonowanie maszynerii
translacyjnej w aspekcie ilosciowym wykazano dodatkowo GCN2-zalezne zahamowanie
translacji obserwowane poprzez zmnigjszenie inkorporacji puromycyny do peptydéw oraz
spadek ilosci polisoméw. Dalsze badanie profilu polisoméw wykazato, ze kinaza GCN2 jest
zasocjowana z rybosomami, a jej ilos¢ na rybosomach wzrasta w stresie wywotanym przez CX-
4945, Ponadto, wskazano, ze stres wywotany CX-4945 aktywuje proces degradacji biatek P
i innych biatkowych elementéw rybosomu na drodze autofagii i z udziatem proteasomu, co jest

zwigzane z GCN2-zalezng fosforylacja czynnika elF2a.

Podsumowujac, w niniejszej rozprawie doktorskiej wykazano, ze w warunkach
podstawowych biatka P sa fosforylowane przez kinazg CK2 i w postaci ufosforylowanej
wystepujg na translacyjnie aktywnych rybosomach. Dodatkowo wskazano, ze zastosowanie
inhibitora CX-4945 prowadzi do zmiany stanu fosforylacyjnego biatek P oraz GCN2-zalezne;j
aktywacji szlaku ISR. Obserwacja ta wskazuje na korelacje pomigdzy pojawiajaca si¢ pula
niefosforylowanych biatek P a aktywacja szlaku ISR, w ktérym kinaza GCN2 moze dziala¢
zarazem jako receptor (detekcja zmiany stanu fosforylacyjnego biatek P) i transmiter sygnatu

stresu (aktywacja szlaku ISR).

Stowa kluczowe: rybosom, biatka P, kinaza CK2, kinaza GCN2, ISR

Kol ﬁ'urw



