Tytutl pracy

Badania biatek zaangazowanych w wyciszanie ekspresji genow
metodami biofizyki i biologii molekularnej

Streszczenie

Niniejsza praca doktorska dotyczy biofizycznych podstaw oddziatywania miedzy biatkami
zaangazowanymi w wyciszanie ekspresji genéw przez mikro-RNA (miRNA), a mianowicie pomiedzy
biatkiem CNOT1 a domeng wyciszajgca biatka GW182. W procesie wyciszania ekspresji gendw przez
miRNA, czgsteczki te wigzg sie z biatkiem Argonaute i naprowadzajg je na czasteczke mRNA, ktéra ma
ulec wyciszeniu. Z biatkiem Argonaute oddziatuje biatko GW182, ktére z kolei wigze sie z kompleksem
deadenylaz CCR4-NOT. Kompleks ten deadenyluje mRNA oraz moze takze blokowaé jego translacje,
co tacznie prowadzi do wyciszenia ekspresji danego genu. Z kolei w wyciszaniu mRNA zawierajacych
sekwencje bogate w adenine i urydyne, role miRNA wraz z Argonaute i GW182 petni biatko o nazwie
tristetraprolina, ktére odgrywa kluczowa role w procesach odpowiedzi na stany zapalne.
Oddziatywania pomiedzy sktadnikami tego skomplikowanego uktadu biatek o wielkich masach
czagsteczkowych sg jeszcze stosunkowo stabo poznane. W szczegdlnosci, nieznane byly miejsca
odpowiedzialne za tworzenie kompleksu pomiedzy GW182 a CCR4-NOT.

Doswiadczenia z zakresu biologii molekularnej pozwolity na identyfikacje miejsc wigzacych
CCR4-NOT w sekwencji domeny wyciszajgcej biatka GW182. Jedno z nich ma kluczowy wptyw na
deadenylacje, a drugie - kluczowy wptyw na oddziatywanie z kompleksem CCR4-NOT za
posrednictwem jego centralnej podjednostki CNOT1. Badania biofizyczne metoda wymiany
wododr-deuter sprzezong ze spektrometria mas pozwolity z kolei na identyfikacje miejsca
oddziatywania GW182 na biatku CNOT1 (we fragmencie 800-999), ktdre, niespodziewanie, okazato
sie bardzo dobrze pokrywa¢ z miejscem oddziatywania CNOT1(800-999) z tristetraproling.
Eksperymenty biochemiczne wykazaty, ze biatka te konkuruja o miejsce oddziatywania na
CNOT1(800-999). Biatka GW182 i tristetraprolina oddziatujg z CNOT1 wykorzystujac ten sam motyw
sekwencji, RLPXd, w bardzo podobny, jednak nie identyczny sposdb. Sekwencja ta prawdopodobnie
dziata jako tzw. krdtki motyw liniowy (z ang. short linear motif, SLiM). Zatem te dwa szlaki kontroli
nad ekspresjg genow krzyzuja sie.

W pracy zbadano takie dynamike strukturalng biatka CNOT1(800-999) oraz domeny
wyciszajacej biatka GW182. Wykazano eksperymentalnie, ze biatko GW182 ma nieustrukturyzowany
charakter, oprécz domeny wigzgcej RNA (RRM), ktéra ma strukture bardzo dynamiczng. Natomiast
biatko CNOT1(800-999) charakteryzuje sie stabilng, sScisle upakowang struktura.

Przeprowadzone badania doprowadzity do odkrycia miejsc oddziatywania pomiedzy natywnie
nieustrukturyzowang domeng wyciszajgcg GW182, a helikalnym fragmentem biatka CNOT1(800 999),
przyczyniajgc sie do zrozumienia molekularnych mechanizméw rozpoznawania w kompleksach
biatkowych odpowiedzialnych za regulacje ekspresji gendw w réznych procesach komadrkowych.



