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struktury 1 oddzialywan bialek z rodziny DcpS”

Obiektem badan opisanych w rozprawie doktorskiej jest biatko DcpS (ang. Decapping
Scavenger), ktore bierze udziat w degradacji struktury (tzw.kapu) znajdujacej si¢ na 5° koncu
informacyjnego kwasu rybonukleinowego (mRNA). Hydroliza kofica 5> mRNA przez enzym
DcpS w obrebie krotkich oligonukleotydéw chroni komoérke przed akumulacja czasteczek
kapu, ktorej konsekwencjag moze by¢ inhibicja proceséw takich jak: biosynteza biatek na
matrycy mRNA czy dojrzewanie pre-mRNA. Zaburzenia zwigzane z dysfunkcja komponentow
zaangazowanych w metabolizm mRNA (w tym enzymu DcpS) u czltowieka moga by¢
przyczyng m.in. chordb uktadu nerwowego, sercowo-naczyniowego a nawet nOwotworow.
Eksperymenty zaprezentowane w rozprawie zostaly wykonane na biatkach DcpS
pochodzacych z H.sapiens (cztowiek), Caenorhabditis elegans (nicien wolnozyjacy) oraz
Ascaris suum (nicien pasozytniczy — glista $winska). Wiedza na temat mechanizméw
zapewniajacych prawidtowy cykl zycia mRNA w wybranych organizmach jest bardzo istotna
poniewaz:
o C(.elegans jest modelowym organizmem uzywanym w biologii molekularne;j,
wykorzystywanym w celu zrozumienia kluczowych procesow zachodzacych
w komorkach eukariotycznych,
o Asuum jest pasozytem kosmopolitycznym prawdopodobnie zdolnym do bytowania
w czlowieku,
e od niemalze dekady pojawiaja si¢ nowe doniesienia na temat powigzania dysfunkcji
ludzkiego enzymu DcpS z uposledzeniem umystowym oraz fizycznym, ktora zostata
zarejestrowana jako nowa jednostka chorobowa w medycynie.

Wyniki eksperymentalne opisane w rozprawie zostaly podzielone na dwie czgéci. Pierwsza
dotyczyla przygotowania odpowiedniego konstruktu bakteryjnego do ,,produkc;ji” biatek DcpS
w hodowlach bakteryjnych. W tej czesci analizowatam wptyw lokalizacji etykiety zlozonej
z sekwencji 6-10 histydyn (sluzacej do oczyszczania biatka metoda chromatografii
metalopowinowactwa) na N- lub C- koncu biatka DcpS z H.sapiens, C.elegans oraz A.suum na
strukture, stabilno$¢ oraz wlasciwosci hydrolityczne. Moje wyniki potwierdzity, ze sekwencja
polihistydynowa nie wplywa znaczaco na aktywnos$¢, termostabilno$¢ oraz strukture
drugorzedowag biatek DcpS. Otrzymane roéznice np.: dwukrotny wzrost aktywnos$ci enzymu lub
przesunigcie o 1°C temperatury topnienia w poréwnaniu z biatkiem natywnym (brak etykiety
histydynowej), mozna raczej rozpatrywa¢ pod katem tendencji do zmian w pewnych
kierunkach. Wyjasnitam takze watpliwos¢ dotyczaca specyficzno$ci substratowe] enzymu
DcpS wobec czasteczki m’GDP w kontekscie lokalizacji etykiety w biatku, ktora w literaturze
nie zostata opisana w sposob jednoznaczny. Eksperymentem torujagcym droge do dalszych
badan, ktore zostaty przedstawione w drugiej czesci wynikow, byta obserwacja zmian struktur
drugorzedowych podczas denaturacji termicznej biatek DcpS metoda spektroskopii dichroizmu
kotowego (CD). CD jest technikg czesto uzywang w celu kontroli procesu rozwijania
termicznego oraz chemicznego biatek. Biatka DcpS z H.sapiens oraz nicieni wraz z rosnaca
temperaturg prezentowaty przyrost populacji B-kartek. Typowe procesy denaturacji prowadza



do utraty elementdéw struktury biatka takich jak a-helisy czy B-kartki. Dlatego tez sytuacje,
w ktorych obserwuje si¢ wzrost poziomu [-struktur w trakcie denaturacji sg intersujgcym
zjawiskiem, wymagajacym szczegdtowej analizy i wyjasnienia.

W literaturze brak jest informacji na temat stabilnos$ci temperaturowej biatek DcpS oraz
mechanizméw ich agregacji. Postanowilam zatem wykorzysta¢ t¢ luke i podja¢ prébe
charakterystyki enzymow DcpS pod tym katem. Naukowcy od dawna badajg wptyw czynnikow
stresowych jak: temperatura czy obecno$¢ denaturanta (w moich badaniach byt to
chlorowodorek guanidyny) na trwatos$¢ struktur biatkowych. Paradoksalnie, $ledzenie procesu
denaturacji, a wigc niszczenia struktury biatka, pozwala lepiej pozna¢ i zrozumie¢ nie tylko
mechanizmy ewentualnej agregacji, ale takze oddziatywania kluczowe w procesie fatdowania
biatka do specyficznej dla niego konformacji oraz istotne dla stabilizacji tej struktury.
Przeprowadzone przeze mnie eksperymenty wykazaty, ze biatka DcpS z cztowieka oraz nicieni
inkubowane w statej temperaturze 37°C wraz z uptywem czasu tworzg agregaty o morfologii
1 strukturze drugorzedowej charakterystycznej dla amyloidow. Istotnym krokiem dla mojej
pracy okazato si¢ wlaczenie do badan ludzkiego biatka DcpS z mutacja, ktore wykazato
silniejsza tendencj¢ do agregacji w stosunku do ludzkiego biatka w formie natywne;.
W kontek$cie otrzymanych wynikow dotyczacych formowania wiokien amyloidowych
koniecznym byto podjecie krokoéw w celu wyjasnienia tego procesu. Mechanizm agregacji
biatek DcpS okazat si¢ tematem trudnym do ustalenia. Denaturacja termiczna oraz chemiczna
wskazata jej przypuszczalne $ciezki, gdzie jednym z etapow jest prawdopodobnie separacja faz
1 formowanie biatkowych kondensatow.

Otrzymane wyniki stanowig pierwsze doniesienia w tematyce agregacji biatek DcpS. Trudno
jest na chwilg obecng okresli¢, czy formowane przez enzym DcpS wldkna majg charakter
funkcjonalny czy patologiczny oraz czy ich obecno$¢ w eksperymentach in vitro potwierdzi si¢
in vivo w komorkach. Zaprezentowane wyniki mogg postuzy¢ jako punkt wyjscia do dalszych
badan i rozwazan na ten temat.

W pracy zastosowano szereg metod, m.in. spektroskopi¢ fluorescencyjng, spektroskopie
dichroizmu kotowego, dynamiczne rozpraszanie §wiatla, roznicowa kalorymetri¢ skaningowa,
roznicowq fluorymetri¢ skaningowsg, mikroskopie¢ konfokalng i elektronowg. Niektore wektory
bakteryjne kodujace biatka DcpS, stluzace do jego produkcji w hodowlach bakteryjnych
1 oczyszczania, zostaly zaprojektowane i1 wykonane przeze mnie metodami biologii
molekularnej. Podczas realizacji swojej pracy positkowatam si¢ uslugami laboratoriow
komercyjnych oraz wchodzacych w sktad uniwersyteckiego Core Facility.

We wstepie mojej rozprawy przedstawilam dotychczasowy stan wiedzy na temat biatek DepS
z cztowieka oraz wybranych nicieni. Aby rola biatka DcpS byla zrozumiana w kontekscie
biologicznym, w czeSci literaturowej opisatam procesy oraz zagadnienia zwigzane
z metabolizmem mRNA w komoérce. W swietle otrzymanych wynikow istotnym podrozdziatem
wstepu jest takze: ,,Fizykochemia agregacji biatek™, opisujagca mechanizmy agregacji oraz jej
aspekt medyczny. W kolejnych rozdziatach przedstawilam cele badawcze oraz charakterystyke
zastosowanych metod badawczych. Otrzymane wyniki wraz z analiza przeprowadzonych
przeze mnie doswiadczen w kontekscie danych literaturowych zaprezentowatam w rozdziale:
Wyniki, Wnioski i Dyskusja badan wtasnych, ktory zostat podzielony na dwie czesci. Ostatni
rozdzial: Podsumowanie zawiera najwazniejsze wnioski z przeprowadzonych badan.



