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Charakterystyka specyficznosci miejsc wigzacych ludzkich i zabich
izoform eukariotycznego czynnika translacji 4E wyznaczajacych ich
funkcje w procesie inicjacji biosyntezy bialka

Rozprawa doktorska mgr Doroty Kubackiej dotyczy proceséw syntezy biatek w
komérkach organizméw zywych, zwanej w biologii translacja. Sadze, ze w recenzji
pracy z pogranicza fizyki i biologii molekularnej, pisanej dla Rady Wydziatu Fizyki,
nalezy zacza¢ od przedstawienia kontekstu historycznego podjetej w Rozprawie
tematyki, w ktérym wyjdziemy od rzeczy jakie powinny by¢ powszechnie znane.

Przed rokiem 1975, istotnym z punktu widzenia tematyki tej Rozprawy, wiadomo
bylo, ze synteza bialek w komorkach jest procesem kilkuetapowym, ze zachodzi
na organellach zwanych rybosomami, i ze sekwencja syntetyzowanego taricucha
biatkowego zakodowana jest w przyltaczanym do rybosomu informacyjnym kwasie
rybonukleinowym, w skrocie mRNA, od angielskiego terminu “messenger RNA”.
Pierwszy etap syntezy zostal nazwany inicjacja translacji.

W 1975 roku w laboratorium Aarona Shatkina w Roche Institute of Molecular
Biology w Nowym Jorku odkryto, ze mRNA w komoérkach organizméw eukario-
tycznych, ktérych gtéwna cecha odrézniajaca je od bakterii jest posiadanie ja-
dra komoérkowego, na swoim koticu od strony 5’, zawiera strukture skladajaca sie
z metylowanej w pozycji N7 guanozyny potaczonej mostkiem trifosforanowym z
pozycja 5 kolejnego nukleozydu'. Strukture te nazwano kapem (po angielsku
cap). Trzy lata péZniej, w tym samym laboratorium, odkryto biatko specyficznie
wiazgce sie z konicem 5 mRNA, ktére w 1980 roku zostalo nazwane elF4E, od
angielskich stéw “eukaryotic Initiation Factor 4E”. Stwierdzono, ze przylaczenie
biatka eIF4E do korica 5° mRNA jest procesem rozpoczynajacym etap inicjacji
translacji w komorkach eukariotycznych.

1Co zapisuje si¢ symbolem m”GpppN, gdzie N dowolny nukleozyd.




Kolejne lata to systematyczne badania roli elF4E w procesie inicjacji i regulacji
translacji oraz molekularnych mechanizméw lezacych u podloza jego funkcjonowa-
nia w réznych organizmach eukariotycznych. Prowadzono badania zar6wno Iin
vivo jak i in vitro. Ogromna role w tych badaniach odegraly jedno i dwunukleo-
tydowe fragmenty korica 5> mRNA, tzw. analogi kapu, syntetyzowane w laborato-
rium prof. Edwarda Darzynkiewicza, w Zakladzie Biofizyki. Zwiazki te uzywane
byly zaréwno w badaniach komérkowych, w ktérych okre$lano ich wplyw na prze-
bieg procesu translacji, jak i w badaniach w roztworze, w ktérych wyznaczano
termodynamiczne i kinetyczne parametry charakteryzujace tworzenie ich kom-
plekséw molekularnych z biatkiem elF4E. Okre$lono tez strukture biatka elF4E,
pochodzacego z roznych organizméw eukariotycznych, w formie apo i w komplek-
sie z kapem. Z tematem recenzowanej rozprawy doktorskiej wiaze sie fakt, ze pod
koniec lat 90-tych ubieglego stulecia, badania te zaowocowaly odkryciem istnienia
réznych form biatka eIF4E w komoérkach eukariotycznych nalezacych do jednego
gatunku. Te rézne formy biatka elFAE nalezace do jednego gatunku biologicznego
nazwano izoformami eIFAE. Forma eIF4E, ktéra zostata odkryta jako pierwsza, i
ktéra uczestniczy w inicjacji i regulacji procesu translacji w komérkach wszystkich
tkanek danego organizmu, nazwana jest w pracy kanoniczna izoforma elF4E, po-

zostale nazywa sie niekanonicznymi izoformami elF4E lub po prostu izoformami
elF4E.

Odkrycie izoform biatka eIF4E zburzyto klarowny obraz procesu inicj acji translacji
jaki wytonit sie z fizyko-chemicznych i biologicznych badan podjetych po od-
kryciu kanonicznej formy eIF4E i struktury kapu na koricu 5> mRNA. Niekanon-
iczne izoformy eIF4E wiaza sie specyficznie z kapem, natomiast rola biologiczna
jaka pelia w komoérkach, cho¢ nie dla wszystkich odkrytych izoform poznana,
wydaje sie by¢ inna niz formy kanonicznej. Na przyklad, pewne izoformy, ktérych
rola biologiczna zostata ustalona, uczestnicza w wyciszaniu translacji niektérych
mRNA i czasem dotyczy to tylko okreSlonych stadiéw rozwoju organizmu. Jed-
nym z warunkéw koniecznych do opracowania nowego obrazu procesu inicjacji i
regulacji translacji w organizmach eukariotycznych, i zrozumienia czemu Natura
stworzyta izoformy eIF4E, jest poznanie molekularnych mechanizméw proceséw,
w ktorych one uczestnicza. Rozprawa doktorska mgr Kubackiej przedstawia sys-
tematyczne badania tych mechanizméw dla pieciu wybranych form biatka elF4E:
kanonicznej formy eIlF4E cztowieka (oznaczanej symbolem helF4E1la), kanonicznej
formy eIF4E zaby szponiastej (oznaczanej XelF4Ela) oraz trzech izoform, stano-
wigcych eukariotyczne czynniki represji translacji, dwdch ludzkich (oznaczanych
symbolami heIF4E1b i helF4E2) i jednej z zaby szponiaste] (oznaczanej symbolem
XeIF4E1b). Biatka elF4Ela i eIF4E1Lb byly badane pod katem tworzenia przez nie
komplekséw z analogami kapu, natomiast izoforme helF4E2 zbadano pod katem




jej oddzialywania z biatkiem oznaczanym symbolem 4E-T i wplywu tego oddziaty-
wania na lokalizacje elF4E2 w komoérkach ssaczych. Biatko 4E-T zostalo odkryte w
roku 2000 przez grupe Nahuma Sonnenberga, jako biatko wiazace elF4Ela (nazwa
pochodzi od angielskich sléw “elF4E-Transporter”), ktéora wykazala, ze jest to
bialko kursujace miedzy cytoplazma a jadrem i posredniczace w transporcie elF4E
z cytoplazmy do jadra.

Praca mgr Kubackiej ma charakter prawdziwie multidyscyplinarny. Autorka wyko-
rzystuje metody inzynierii genetycznej?, biologii molekularnej®, biologii komérki?,
spektroskopii molekularnej® oraz bioinformatyki®. Razem mozna si¢ doliczy¢ okoto
30 metod z obszaru nauk biologicznych, chemicznych, fizycznych i informaty-
cznych. Procedury biologii molekularnej i inzynierii genetycznej Autorka stosuje
w celu uzyskania probek badanych bialek do prowadzenia prac doswiadczalnych
metodami spektroskopii fluorescencyjnej i dichroizmu kotowego oraz w celu otrzy-
mania preparatéw do badania aktywnosci tych bialek w zywych komérkach meto-
dami mikroskopii fluorescencyjnej. Uwzgledniajac, oprocz pigciu izoform elF4E
i biatka 4E-T, réwniez ich formy modyfikowane, uzyskane przez Autorke, otrzy-
mujemy, ze w pracy zbadano 19 réznych biatek”. Do tego nalezy uwzgledni¢ 13
réznych analogéw kapu uzytych przez mgr Kubacka w badaniach. Praca ta jest
wiec ogromnym projektem pod wzgledem liczby stosowanych metod i liczby przy-
gotowanych przez Autorke ukltadéw molekularnych do badan biofizycznych. Z
uwagi na obszernoé¢ pracy, niemozliwe jest oméwienie w kilkustronicowej recenzji
wszystkich uzyskanych wynikéw i wyciagnietych z nich przez Autorke wnioskow,
skoncentruje sie wiec na tych, ktére wydaly mi sie najciekawsze.

Tworzenie komplekséw z analogami kapu przez ludzks i zabia izoforme eIF4E1b
zostalo zbadane zar6éwno iloSciowo jak i jako$ciowo i poréwnane z tworze-
niem tych komplekséw przez odpowiednie formy kanoniczne. Wyniki ilosciowe

2Powielanie sekwencji ¢cDNA metoda PCR, trawienie wektoréw plazmidowych, ligacja
plazmidu z docelowym genem, mutageneza ukierunkowana przez nukleotyd

3Nadekspresja bialek w bakteriach E.coli, oczyszczanie bialek i ich rekonstrukcja do formy
natywnej, koimmunoprecypitacja, testy immunofluorescencyjne, metody chromatografii i elek-
troforezy

4Prowadzenie hodowli komérkowych w réznych warunkach zywieniowych, poddawanie
hodowli stresowi oksydacyjnemu

5Spektroskopia fluorescencyjna, spektroskopia dichroizmu kolowego, w skrécie CD, i
mikroskopia fluorescencyjna

6Analiza sekwencyjna bialek, uliniowianie sekwencji, przewidywanie struktury biatek,
obliczanie widm CD bialek w dalekim ultrafiolecie

"Pozyteczna bylaby tu kontrola czy wprowadzone mutacje nie zmieniajg zbytnio struktury
biatek.




otrzymano metodami spektroskopii fluorescencyjnej, ktére daly stale wigzania
lub réwnowazne im standardowe zmiany energii swobodnej Gibbsa dla procesu
tworzenia kompleksu molekularnego przez badane izoformy i analogi kapu. Wyz-
naczenie standardowych zmian energii swobodnej Gibbsa zostalo wykorzystane
do analizy roli poszczegélnych oddziatywarn lokalnych w stabilizacji tworzonych
komplekséw molekularnych. Choé¢ wktady tych oddzialtywan do energii swobodnej
Gibbsa nie s $cisle addytywne, to, przykladowo, zwigkszajac liczbe grup fosfora-
nowych w analogu kapu obserwuje si¢ regularne zmiany w wartosci AG®, co daje
podstawe do dyskusji roli tych grup funkcyjnych w czasteczce mRNA w “rozpoz-
nawaniu” przez biatka elF4E wtasciwego ligandu dla ich miejsca wiazacego. Wyz-
naczanie stalych réwnowagi dla proceséw tworzenia komplekséw molekularnych
metodg miareczkowania fluorescencyjnego, to standardowa procedura stosowana w
biofizyce molekularnej i naukach pokrewnych. Autorka przeprowadzita te badania
zgoduie z najlepszymi zasadami sztuki, ale gtéwna wartogé czescl pracy dotyczacej
wigzania kapu widziatbym w analizie strukturalnej badanych izoform oraz analizie
sekwencji par biatek eIF4Ela i eIF4E1b z o$miu kregowcow, ktora pokazala, ze
na poziomie struktury pierwszorzedowej biatka eIF4E1la i e[F4E1b sa ewolucyjnie
wysoce zachowane, w tym w eIF4E1b zachowane sa pozycje aminokwaséw kluczo-
wych dla oddziatywania e[F4Ela z kapem. Analiza sekwencji ujawnita réwniez
szereg zachowanych ewolucyjnie pozycji aminokwaséw, ktore odrézniaja biatka
elF4E1b od elF4Ela. Analizy te umozliwily podjecie decyzji, w ktorych pozy-
cjach w tancuchu peptydowym izoform XelF4Ela powinny by¢ mutowane amino-
kwasy, aby uzyska¢ najlepszy mozliwy wglad w istniejace wymagania strukturalne
1 poréwnanie z rozpoznawaniem kapu przez formy XeIF4E1b.

Ciekawym fragmentem pracy w zakresie badan iloSciowych jest analiza wigzania
przez izoformy eIlF4E analogéw kapu, w ktérych podstawnik metylowy w pozycji
N7 guaniny zostal zamieniony na grupe etylowa badz benzylowa. Okazalo sie, ze
o ile state wigzania analogu kapu z podstawnikiem etylowym sg nizsze niz state
wiazania zwyklego kapu przez izoformy zaréwno elF4Ela jak i e[F4Elb, to w
przypadku wigzania analogu kapu z podstawnikiem benzylowym formy elF4E1b
wykazujg okoto dwa (dla izoformy z zaby) i pie¢ (dla izoformy ludzkiej) razy wiek-
sze stale wiazania. Wyniki te wskazuja na wieksza tolerancje i mozliwoéé kon-
formacyjnych zmian w obrebie kieszeni wiazgcej kap biatek elF4E1b wzgledem
wigkszych podstawnikéw takich jak benzyl i mozliwosé udziatu oddzialywan -
elektronowych, gdyz efektu tego nie obserwowano przy podstawniku etylowym.

Wyniki jakosciowe, w czesci analizujacej oddzialywania izoformy helF4E1b
z m’GTP, uzyskano metodami spektroskopii dichroizmu kotowego w zakresie
dalekiego i bliskiego UV i metodami bioinformatycznymi, za pomoca ktérych two-
rzono modele badanych bialek i ich komplekséw z ligandami. Analizujac widma
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CD w zakresie dalekiego UV, mgr Kubacka wykorzystala wysymulowane przez
siebie struktury w formie apo i w kompleksie z kapem oraz serwer DichroCalc
w laboratorium Jonathan’a D. Hirst’a z Uniwersytetu w Nottingham, UK, do
obliczania widm CD bialek w tym zakresie. Por6wnanie widm do$wiadczalnych i
przewidywanych pozwolito Autorce przedstawi¢ interesujgca dyskusje mozliwosci
wystepowania w kompleksie helF4AE1b-m”"GTP tzw. sprzezenia ekscytonowego,
opisanego w literaturze dla uktadu chiralnego dwoéch tryptofanéw, znajdujacych
sie blisko siebie w biatkach globularnych®.

Charakter jako$ciowy maja réwniez badania tworzenia komplekséw przez izoformy
eIF4E z analogami kapu metodami spektroskopii CD w zakresie bliskiego UV. Cho¢
nie ma jeszcze mozliwoéci teoretycznego przewidywania tych widma dla zatozonej
struktury bialek, to powszechnie uwaza si¢ te widma za “odcisk palca” ich struk-
tury trzeciorzedowej. W pracy przedstawiono widma CD w zakresie 250-360 nm
zabiej formy kanonicznej XelF4E1a i ludzkiej izoformy helF4E1b, w funkcji steze-
nia dodanego m’GTP. Widma te maja do$¢ bogata strukture, r6zng dla obu bial-
ek, a ponadto w widmach réznicowych widoczne sg réznice we wktadach oddzia-
lywania z m”GTP do intensywnosci réznych pasm. Wobec braku mozliwosci teore-
tycznych, mgr Kubacka zasugerowala, ze wnioski strukturalne, dotyczace zmiany
form apo na formy ze zwiazanymi kapami, beda mogly by¢ uzyskane po rejestracji
widm dla biatek ze zmutowanymi resztami tryptofanéw biorgcych udziat w wigza-
niu i z szerszym spektrum analogéw kapu. Cho¢ brak tu ostatecznych konkluzji, to
w tym fragmencie pracy autorka wykazala, ze potencjal tkwiacy w zastosowaniach
spektroskopii CD w zakresie bliskiego UV do badania strukturalnych aspektow
oddziatywan biatek wiazacych kap jest ogromny.

Jak juz wspomniano powyzej, oprocz oddzialywan izoform elF4Ela i elF4E1lb
z kapem, mgr Kubacka zbadala réwniez tworzenie komplekséw przez izoforme
eIF4E2 7z biatkiem transportujgcym 4E-T. Tworzenie komplekséw elF4E2 z 4E-T
zostato wykazane w drozdzach, wykorzystujac drozdzowy system dwuhybrydowy,
i w komoérkach ssaczych HeLa, dla ktérych uzyto metode koimmunoprecypitacji,
z zastosowaniem specyficznych przeciwcial z kurczaka, oraz metode immunofiuo-
rescencji, ktéra pozwolita na stwierdzenie rekrutacji eIF4E2 do tzw. granulek P
poprzez biatko 4E-T. Autorka wykazala, ze biatko elF4E2 w warunkach normal-
nych jest biatkiem cytoplazmatycznym i w odréznieniu od elF4Ela, nie gromadzi
sie w granulkach stresu indukowanych arsenkiem sodu. Ponadto, e[F4E2 podob-
nie do eIF4Ela, jest transportowane do jadra, lecz transport ten nie jest zalezny

8Chcialbym podkredli¢, iz choé¢ Autorka dzigkuje mi w pracy za umozliwienie pomiaréw w
moim laboratorium i za cenne dyskusje, to nie mam z ta analizg, ani z innymi zwigzanymi ze
spektroskopia CD, nic wspélnego — sa one wynikiem jej samodzielne] inicjatywy, poszukiwan w
literaturze i przemyslen.




od biatka 4E-T, jak to ma miejsce dla elF4Ela, zatem najpewniej zachodzi on z
udzialem innego partnera biatkowego. Mgr Kubacka wnioskuje stad, ze elF4E2
pelni inng funkcje niz elF4Ela zaréwno w cytoplazmie jak i w jadrze.

Rozprawa doktorska mgr Doroty Kubackiej jest praca kompletna tzn. czytelnik
znajacy zagadnienia biofizyki molekularnej w zakresie podstawowym nie musi za-
gladaé do cytowanych odnosnikéw czy tez podrecznikow z dziedziny jakiej doty-
czy praca, aby moc $ledzi¢ wyniki Autorki i ich osadzenie w literaturze przed-
miotu. Swiadezy to o tym, ze Autorka dobrze opanowala technike pisania prac
tego typu. W zasadzie jedynym brakiem jaki mozna tu zauwazy¢ jest ograniczenie
si¢ w Podsumowaniu pracy do wyliczenia uzyskanych wynikéw bez zastanowienia
sie czy z wynikéw tych mozna co§ wnioskowac o biologicznym znaczeniu istnienia
wielu izoform biatka eIF4E. By¢ moze mgr Kubacka uznata, ze umieszczanie tego
typu dyskusji w Podsumowaniu byloby przedwczesne, gdyz badane uklady sa
naprawde niezwykle ztozone i z pewnodcia wiele jest jeszcze do zrobienia. Praca
jest napisana po polsku i liczy 136 stron. Sktada si¢ z pieciu rozdzialow poprze-
dzonych spisem treéci, streszczeniem w jezyku polskim, streszczeniem w jezyku
angielskim i wykazem stosowanych skrétéw. Na koncu pracy Autorka zamiescita
spis cytowanej literatury, zawierajacy 121 pozycji, liste czterech publikacji, ktérych
jest wspotautorka, przedstawiajacych czeSciowe wyniki uzyskane w rozprawie dok-
torskiej, oraz cztery Dodatki, zawierajace rézne dane fizykochemiczne i sekwencje
aminokwasowe badanych biatek. Jeden z artykuléow, przedstawiany w pracy jako
wystany do redakcji Journal of Molecular Biology, zostal ostatnio zaakceptowany
do druku, mozna go wiec traktowaé jak prace juz opublikowang. Czasopisma, W
ktérych Autorka opublikowata wyniki czeéciowe, uzyskane podczas realizacji pracy
doktorskiej, to bardzo dobre czasopisma naukowe z tzw. Listy Filadelfijskiej. W
trzech z tych prac mgr Kubacka jest pierwszym autorem lub drugim, z rownym
udzialem w pracy jak autor pierwszy. W czwartej publikacji mgr Kubacka jest
trzecim autorem. Nie ma wiec watpliwosci, ze wkiad Jej do tych publikacji jest
bardzo istotny.

W pracy zauwazylem troche potknie¢ jezykowych natury albo gramatycznej,
albo zwiazanych z nazewnictwem. Poniewaz moja ocena rozprawy doktorskiej
mgr Kubackiej jest pozytywna, sadze ze nie ma sensu wyliczanie wszystkich za-
uwazonych usterek jezykowych. Przyktadem problemu z nazewnictwem moze
shuzy¢ uzycie pojecia “ekspresja bialka”, tak jakby bylo ono powszechnie znane, a
przynajmniej akceptowane w §wiecie specjalistow. Tymczasem pojecie “ekspresja”
zostalo wprowadzone do nauk biologicznych w kontekscie znaczenia terminu “ek-
spresja genu”, ktére oznacza proces, w ktérym informacja genetyczna zawarta
w genie zostaje odczytana i przepisana na jego produkty, ktore sa biatkami lub
roznymi formami RNA. Wprawdzie pojecie “ekspresja biatka” pojawia sie w liter-



aturze coraz czedciej’, to sadze, ze nalezalo je wyjasni¢ w tekscie przy pierwszym
uzyciu.

Podsumowujac, uwazam ze rozprawa doktorska mgr Kubackiej speinia warunki
stawiane pracom doktorskim i wnosz¢ do Rady Wydzialu Fizyki Uniwersytetu
Warszawskiego o dopuszczenie Doktorantki do dalszych etapéw przewodu dok-
torskiego. Ponadto, chciatbym zauwazy¢, ze realizacja tak szeroko zakrojonego
programu badawczego jak ten przedstawiony w rozprawie doktorskiej mgr Kuback-
iej, musi budzi¢ duze uznanie, tym bardziej ze przedstawienie badan wlasnych i ich
dyskusja sa dobrze osadzone w cytowaniu literatury przedmiotu. Ta praca wyz-
nacza pewien godny nasladowania sposob prowadzenia badan bardzo ztozonych
uktadéw molekularnych, poprzez polaczenie ilociowych metod spektroskopowych
fizyki, tam gdzie mozna je bylo zastosowac, z pomystowymi dziataniami metodami
inzynierii genetycznej i biologii molekularnej, tam gdzie metody fizyczne daja obraz
jakogciowy. Wnioskuje wigc o wyréznienie przez Radg Wydziatu Fizyki Uniwer-
sytetu Warszawskiego te] Rozprawy.
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Jan Antosiewicz

9Szczegolnie w formie “nadekspresja bialka®, patrz np. Bradley, M.K., Overexpression of
proteins in eukaryotes, Methods in Enzymology, 182:112-132, 1990, ale z pierwszym zdaniem
nawiazujacym do tradycyjnego snaczenia: ” The development of expression systems in eukaryotic
cells has been progressing steadily. *




