Streszczenie

W organizmach eukariotycznych, obok kanonicznego biatka elF4E wiazacego kap, wyrdznia si¢
wiele izoform elF4E, ktére dotychczas w niewielkim stopniu zostaty scharakteryzowane i dla wielu
z nich rola w komorce nie jest poznana. W oparciu o analiz¢ sekwencji, biatka te zostaly podzielone
na trzy klasy. Klasg I-sza reprezentuje kanoniczna izoforma eIF4E, nazywana elF4Ela, ktéra
oddziatujac bezposrednio ze struktura konca 5° mRNA, kapem, w kompleksie z biatkiem elF4G
aktywuje mRNA do inicjacji translacji. Proces ten regulowany jest z udzialem represorowych biatek
wiazacych elF4E, takich jak 4E-BP czy 4E-T, ktére podobnie do elFAG oddziatuja z eIF4E1la poprzez
kanoniczny motyw wiazacy Y X,Lo.

Niniejsza praca obejmuje badania dla ludzkiej i zabiej izoformy elF4E1b, jak réwniez ludzkiej
izoformy eIF4E2. Na poziomie struktury pierwszorzgdowej biatko eIF4E1b jest wysoce podobne
do kanonicznego czynnika elF4Ela (identyczno$¢ sekwencji wynosi 70%) i nalezy do klasy I-szej,
a jego ekspresja ograniczona jest do oocytéw. Natomiast izoforma eIF4E2 nalezy do klasy II-giej
i wykazuje jedynie 30% identycznoS$ci sekwencji z elF4E]1a, lecz podobnie do czynnika kanonicznego
wyrazana jest w wigkszosci komorek, tkanek. Cho¢ izoformy eIF4E1b 1 eIF4E2 stabo oddziatluja
z kapem, jako komponenty dwdch réznych komplekséw biatkowych, uczestnicza w represji translacji

zaleznej od kapu wybranych mRNA.

Stosujac metod¢ miareczkowania fluorescencyjnego, dichroizm kotowy oraz modelowanie
homologiczne, okreslono specyficznos¢ i powinowactwo izoformy elF4E1b z cziowieka i zaby
szponiastej wzgledem analogéw kapu. Struktura wymodelowanego biatka elF4E1b zachowuje
charakterystyczny dla biatek eIF4E fold o+f, a kieszen wiazaca kap formuja tozsame aminokwasy,
ktére sa kluczowe dla oddzialywania elF4Ela z kapem. Sa to: Trp56, Trpl102, Glul03, Trp166,
Argl12, Argl57, Lys162 oraz aminokwasy C-koncowej petli. Jednakze badane izoformy eIF4E1b
oddzialuja z analogami kapu trzykrotnie stabiej w poréwnaniu z elF4Ela, zachowujac wysoka
specyficzno$é wzgledem grupy metylowej w pozycji N’ guaniny. Ponadto, biatka eIF4E1b odréznia
od elF4Ela szereg ewolucyjnie zachowanych pozycji aminokwaséw, z ktérych czg$é, jak
zweryfikowano na podstawie modelowej struktury elF4E1b, zlokalizowana jest w bliskim otoczeniu
reszt aminokwaséw bezposrednio wiazacych kap. Istotnie, w aktywnosci elF4E1b obserwuje si¢
réznice wzgledem elF4Ela. elF4E1b wykazuje wyzsze powinowactwo do grupy benzylowej
w pozycji N’ guaniny analogu kapu, stabsze oddziatywanie z grupami funkcyjnymi mostka
fosforanowego 1 wyzsze powinowactwo wzgledem analogéw kapu przytaczonych do ziaren Sefarozy
za pomocg linkera. Mutacja punktowa w elF4Ela wybranych residuéw rozrézniajacych grupy biatek

elF4Ela i elFAE1b powoduje dwukrotne ostabienie powinowactwa elF4Ela wzgledem analogéw



kapu, co wskazuje na udziat tych pozycji w modulowaniu stabszego powinowactwa izoform elF4E1b

do kapu.

Badania dla biatka e[F4E2 (4EHP) dotycza jego oddzialywania z nowym partnerem biatkowym,
nazywanym 4E-T, scharakteryzowanym wcze$niej jako transporterowy czynnik izoformy elF4Ela.
Bezposrednie oddziatywanie biatlek eIF4E2 i 4E-T pokazano metoda koimmunoprecypitacji,
drozdzowego systemu dwuhybrydowego, jak réwniez metoda immunofluorescencji, w ktorej
obserwowano w komorkach HelLa rekrutacj¢ elF4E2 do granulek P poprzez biatko 4E-T.
Zweryfikowano réwniez niekanoniczny motyw biatka 4E-T zachowany wsréd kregowcow, YX,VW,
ktéry obok kanonicznego motywu YX,LL, ma istotny wptyw na oddziatlywanie biatka 4E-T z eIF4E1la
i eIF4E2 i tym samym reguluje zréznicowane oddziatywanie 4E-T wzgledem izoform elF4AE. Metoda
immunofluorescencji pokazano réwniez, ze biatko eI[F4AE2 w warunkach normalnych jest biatkiem
cytoplazmatycznym i w odréznieniu od elF4Ela, nie akumuluje w granulkach stresu indukowanych
arsenkiem sodu. Ponadto, biatko eIF4E2 podobnie do elF4E1a jest transportowane do jadra przez pory
regulowane receptorem Crml/exportinl, lecz transport ten nie jest zalezny od biatka 4E-T, jak
w przypadku biatka e[F4Ela. Podsumowujac, cho¢ obydwie izoformy elFAE wiazace kap oddzialuja
z tym samym czynnikiem biatkowym 4E-T i sa rekrutowane przez 4E-T do granulek P, to eIF4E2

najprawdopodobniej petni inng funkcjg niz eI[F4E1a w cytoplazmie jak i w jadrze.



