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c) Omodwienie celu naukowego ww. prac i osiggnietych wynikdw wraz z omdwieniem ich
ewentualnego wykorzystania.

5.1 Ogdlne przedstawienie tematyki i gféwnego celu pracy

Eukariotyczne mRNA posiadajg na swoim korncu 5’ strukture skfadajacg sie z 7-metyloguanozyny
potgczonej nietypowym wigzaniem 5’-5’ trifosforanowym z pierwszym transkrybowanym
nukleotydem (m’GpppN, gdzie N-dowolny nukleotyd) zwang kapem (Rysunek 1A) [1]. Odgrywa ona
kluczowa role na wszystkich etapach metabolizmu mRNA w komérce, poczawszy od splicingu mRNA
[2,3], poprzez jego eksport z jgdra do cytoplazmy [4,5], nastepnie przez inicjacje i inhibicje translacji
[6-8], az po degradacje mRNA w komdrce [9,10].

Na wszystkich tych etapach ze strukturg kapu oddziatywujg réznego typu biatka wigzace.
WspdInym strukturalnym motywem biatek wigzgcych kap jest tworzenie tréjwarstwowego ukfadu tzw.
kanapkowego stackingu, w ktérym pierscien 7-metyloguaniny kapu interkaluje pomiedzy dwa
pierscienie aromatyczne [11-14] lub pierscie aromatyczny i inny aminokwas stabilizujgcy wigzanie
[15-17].

Do grupy tych biatek nalezy eukariotyczny czynnik inicjacji translacji 4E — elF4E, niewielkie
(okoto 25 kDa) monomeryczne biatko o wysoce homologicznej, poczagwszy od drozdzy az po cztowieka,
sekwencji i strukturze posiadajgcej charakterystyczny motyw o topologii: B1B2a1B3B4a2p5p6a3B7a4B8,
tworzacy strukture okreslang jako zacisnieta diton (ang. cupped hand) [11]. Wigzanie 7-metyloguaniny
kapu u biatek elFAE realizowane jest poprzez oddziatywanie warstwowe typu kation-m z pier$cieniami
indolowymi dwdch reszt tryptofanowych. W przypadku biatka ludzkiego sg to Trp56 i Trpl02.
Dodatkowo pierscien zasady stabilizowany jest przez trzy wigzania wodorowe pomiedzy N(1)H i grupa
aminowg 7-metyloguaniny a grupa karboksylowg kwasu glutaminowego (Glu103 u cztowieka) oraz
pomiedzy atomem tlenu w pozycji sz6stej m’Gua a grupg amidowg tryptofanu odpowiadajgcemu
ludzkiemu Trp102, jak réwniez przez oddziatywanie van der Waalsa grupy metylenowej m’Gua z
trzecim tryptofanem znajdujgcym sie w szczelinie wigzacej kap (Trp166 w biatku ludzkim). Ujemnie
natadowane grupy fosforanowe kapu stabilizowane s3 poprzez wigzania wodorowe resztami
zasadowymi, ktére znajdujg sie u wejscia do szczeliny wigzacej kap. U biatka ludzkiego sg to Argl12,
Argl57, Lys159, Lys162 i Lys206 (Rysunek 1B)[18,19].
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Rysunek 1. (A) Struktura chemiczna analogu kapu 5’ konica mRNA. Na rysunku kolorem czerwonym
zaznaczono przyjetq nomenklature numeracji grup fosforanowych dla mononukleotydowych analogéw
kapu a kolorem zielonym dla dinukleotydowych. (B) Struktura krystalograficzna kompleksu ludzkiego
elF4E z analogiem kapu m’GTP (PDB: 1IPC, [19]). Analog kapu m’GTP zaznaczono w postaci kulek, zas
w postaci pateczek reszty aminokwasow biorgce udziat w bezposrednim wigzaniu kapu.

Funkcje biatka elF4E w komdrce

Wydaje sie, ze wszystkie funkcje, jakie elF4E petni w komédrce, zwigzane sg z obecnoscig w tym czynniku
dwdch miejsc wigzania [20], jednego dla kapu znajdujgcego sie we wklestej czesci powierzchni biatka,
w waskiej szczelinie hydrofobowej, a drugiego dla szerokiej klasy biatek oddziatywujacych z 4E
znajdujacego sie na wypuktej czesci powierzchni biatka, w rejonie o charakterze hydrofobowo-
kwasowym [21-24].

Kluczowg rolg elF4E w komdrce jest jego udziat w tworzeniu kompleksu inicjacyjnego 48S w
procesie syntezy biatka [6,25]. Wigzanie elFAE z kapem oraz biatkiem elF4G, ktére stanowi niejako
,rusztowanie” dla innych czynnikdw kompleksu, jest etapem limitujgcym proces inicjacji translacji.
Oddziatywanie elF4E z elF4G jest globalnie regulowane przez tzw. biatka wigzgce 4E (4E-BP), ktore
konkuruja z elF4G o wspolne miejsce wigzania na elF4E tym samych hamujac proces inicjacji translacji.
Represja procesu inicjacji translacji, w ktérej bierze udziat elF4E zachodzi réwniez lokalnie dla
wybranych mRNA w danych stadiach rozwoju organizméw. Obserwowany jest tutaj gtéwnie
mechanizm hamowania translacji zalezny od sekwencji 3’'UTR mRNA. Biatko elF4E oddziatywujace z
kapem danego mRNA wigzane jest przez specyficznego partnera biatkowego, ktéry bezposrednio lub
za posrednictwem innych biatek wigze specyficzng sekwencje w 3’"UTR danego mRNA, co uniemozliwia
utworzenie kompleksu inicjacyjnego (Rysunek 2) [7].
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Rysunek 2. Schemat przedstawiajgcy udziat biatka elFAE w procesach metabolizmu mRNA w komdrce
[6,20,22,26].

elF4E jest réwniez zaangazowane w transport z jagdra do cytoplazmy wybranych mRNA
posiadajgcy w 3’ UTR tzw. element wrazliwy na elF4E — 4E-SE, po ktérym elF4E rozpoznaje mRNA
[5,20]. elF4E znajduje sie réwniez cytoplazmatycznych granulach zwanych Processing Bodies (P-Body),
zwigzanych z degradacjg mRNA, jak i w granulkach stresu (SG). W transporcie elF4E zaréwno do jadra,
jak i do P-body posredniczy biatko 4E-Transporter (4E-T) [27,28] (Rysunek 2).

Rodzina biatek elF4E

Poczatkowo elF4E uwazano za pojedyncze biatko nienalezace do zadnej rodzinny, ze wzgledu na to, ze
w wyniku izolacji biatka z komdrek ssakow metodg chromatografii powinowactwa otrzymywano
wyltacznie pojedynczy polipeptyd o masie okoto 25 kDa [29]. Gdy 15 lat po okryciu elF4E ukazata sie
praca Browning i wspétpracownikdéw prezentujgca zaskakujgce odkrycie, iz u pszenicy wystepujg dwie
izoformy elF4E (nazwane elF4E i elF(iso)4E) [30], zatozono, iz taka anomalia ograniczona jest wyfacznie
do roslin okrytonasiennych [31,32]. Zwtaszcza, ze w tym czasie zidentyfikowano i potwierdzono analizg
Southern obecno$¢ tylko jednej jego kopi genu elFAE u Sacharomyces cerevisiae [33]. Ponadto ssacze
elF4E byto zdolne do funkcjonalnego zastgpienia drozdzowego elF4E w komoérkach drozdzy
pozbawianych endogennego elF4E, co potwierdzato funkcjonalne i strukturalne podobienstwo tych
biatek [33]. Jednakze 11 lat pdzniej ukazaty sie jednoczesnie trzy prace, pokazujace iz biatko elFAE jest
jednak cztonkiem wiekszej rodziny biatek. Wykazano obecnosc¢ trzech izoform biatka elF4E u nicienia
Caenorhabditis elegans , obecnos¢ drugiej izoformy elF4E nazwanej 4EHP u cztowieka [34], oraz
obecnosé trzeciej izoformy elF4E u roslin — nCBP [35]. Od tej pory ilo$¢ prac dotyczgca obecnosci i roli
izoform elF4E w danym organizmie rosta lawinowo [36—40]. W roku 2005 ukazata sie bioinformatyczna



praca z laboratorium prof. Rosmery Jagus przedstawiajgca filogenetyczng analize rodzinny biatek elF4E
u organizméw eukariotycznych wykonang na podstawie analizy zdeponowanych w Genebank
sekwencji. Pod wzgledem taksonomicznym cztonkéw rodziny biatek elF4E mozna podzieli¢ na 8
podgrup, a te, z wyjatkiem podgrupy 8 obejmujgcej nietypowe elFAE z pierwotniakdéw, pogrupowac w
obreb trzech klas strukturalnych. Pokazano, ze u cztonkdéw rodziny elFAE wystepuje charakterystyczny
konserwowany srodkowy i C-koicowy region sekwencji — nazwany rdzeniem, ktéry charakteryzuje sie
zachowanym wzorem odnosnie pozycji aminokwasdw aromatycznych Trp, Phe i His w sekwencji:
H(x5)W/(x2)W(x8—12)W(x9)F(x5)FW(x20)F(x7)W(x10)W(x9-12)W(x34—35)W(x32—-34)H.

Analiza obecnosci zachowanych tryptofanéw u zidentyfikowanych izoform elFAE ujawnita, ze u
pewnych podgrup taksonomicznych, u elF4E w pozycjach odpowiadajacych Trp43 i Trp56 ludzkiego
elF4E-1a wystepujg inne aminokwasy. Cecha ta stata sie jednym z gtéwnych wyznacznikéw
charakteryzujgcych trzy klasy strukturalne u biatek z rodziny elF4E. U cztonkdw Klasy | pozycjach
odpowiadajgcym Trp43 i Trp56 ludzkiego elF4E-1a zawsze wystepuje tryptofan. Klasa ta obejmuje
wszystkie znane elFAE petnigce role gtéwnych czynnikédw translacyjnych (nazywane obecnie czesto
elFAE-1 lub elF4E-1a), zidentyfikowane u zwierzat, roslin i grzybéw. U wielu organizméow
zaobserwowano duplikacje genu elF4E-1, i tak np. u ssakdw wystepuja dwie izoformy zaliczane do Klasy
I, u ryby stodkowodnej Danio rerio trzy, a u nicienia C. elegans cztery. U cztonkdw zaliczanych do Klasy
Il w pozycji odpowiadajacej Trp43 wystepuje tyrozyna, fenyloalanina lub leucyna, zas w pozycji
odpowiadajgcej Trp56 wystepuje tyrozyna badz fenyloalanina. U wiekszosci organizmoéw w obrebie tej
klasy wystepuje tylko jedna izoforma elF4E (elF4E-2), z wyjatkiem ptazéw i ryb kostnoszkieletowych.
Cztonkowie Klasy Il wykazujg okoto 30-35 % identycznosci cztonkami Klasy | danej rodzinny. 1zoformy
elFAE (elFAE-3) zaliczane do Klasy Il identyfikowano tylko u zwierzat, szczegdlnosci u strunowcoéw,
sporadycznie znajdowane sg u pewnych rodzajéow parzydetkowcdw, mieczakéw, owaddw czy
pajeczakéw. W izoformach tej klasy obserwowano wytgcznie podstawienie Trp56 na cysteine lub
tyrozyne i wykazujg one okoto 25-30-% identycznosci sekwencji z cztonkami Klasy | danej rodzinny.

Potencjalna rola izoform elF4E — cel naukowy pracy

Identyfikacja poszczegélnych cztonkdw rodziny elFAE w danym organizmie postawita kolejne, do tej
pory wcigz otwarte pytanie, jaka jest potencjalna rola izoform elF4AE w danym organizmie. Dlaczego u
jednych organizméw wystepuje wielokrotna duplikacja genu elF4E a u innych nie? Obecnie najwiecej
o roli izoform elFAE wiadomo u nicienia C. elegans [36,41-44], sporo jednak tez wiadomo o roli
elFAE-2 (4EHP) i elF4E-3 u ssakdw. U ssakow izoforma elF4E-2 petni prawdopodobnie role inhibitora
translacji. Zaobserwowano, iz u myszy podczas dojrzewania oocytéw melF4E-2 wigze czynnik
transkrypcyjny Prepl, co powoduje zahamowanie translacji mRNA genu homeotycznego Hoxb4 [45],
oraz, ze wraz biatkiem GIGYF2 oraz biatkiem zawierajagcym motyw palca cynkowego - ZNF598 jest
sktadnikiem kompleksu hamujgcego translacje mRNA podczas rozwoju embrionu [46]. Translacyjna
regulacja gendw homeotycznych z udziatem izoformy elF4E z Klasy |l zaobserwowana zostata réwniez
u Drosophili melanogaster. Podczas rozwoju embrionu d4EHP (delF4E-8) w kompleksie z
odpowiednimi partnerami biatkowymi hamuje miejscowo translacje mRNA caudal i mRNA hunchback,
ktore to czynniki s3 odpowiedzialne za prawidtowe formowanie osi przednio-tylnej embrionu muszki
owocowej [47,48]. Obecnos$¢ 4EHP zaobserwowano réwniez w kompleksie wyciszajagcym translacje
mMRNA za posrednictwem miRNA [49] Ostatnie badania sugerujg alternatywng do inhibitora translacji
role elF4E-2. Pokazujg one, ze w komdrkach ludzkich w warunkach ekstremalnego braku tlenu
(hypoxia) izoforma ta uzywana jest w procesie alternatywnej inicjacji translacji zaleznej od kapu [50—
52]. Przeprowadzone ostatnio badania nad izoformg elF4E-3 z Klasy Il u myszy sugeruja, iz izoforma ta
moze dziata¢ jako tkankowo-specyficzny supresor nowotworowy [17].



Zrozumienie fizjologicznej roli poszczegélnych cztonkédw rodzin elFAE ma wiec niezwykle
istotne znaczenie w rozumieniu podstawowych molekularnych proceséw komdérkowych. Wyjasnienie
roli biatek elFAE w dojrzewaniu i réznicowaniu komdrek, rozwoju embrionu, czy transformacji
nowotworowej moze mieé istotne implikacje w poszukiwaniu nowych strategii terapeutycznych.
Wyjasnienie roli poszczegdlnych cztonkdéw rodzin elF4E nie jest jednak mozliwe bez identyfikacji
podobienstw i réznic w molekularnym mechanizmie rozpoznania struktury 5 konca mRNA
wptywajgcych na rézng aktywnos¢ i role poszczegdlnych izoform elF4E w obrebie rodziny w danym
organizmie, jak réwniez miedzy poszczegdlnymi organizmami.

5.2 Prezentacja osiggniecia naukowego

Prezentowane osiggniecie naukowe , Specyficznos¢ wzgledem 5’ korica mRNA biatek z rodziny elF4E z
réznych organizmow” oparte jest na badaniach poréwnawczych rodzin biatek elF4E: u cztowieka jako
przedstawiciela ssakéw, u zaby szponiastej (Xenopus laevis) - jako przedstawiciela ptazow, u muszki
owocowej (Drosophila melanogaster) przedstawiciela owadéw i modelowego organizmu, u
rzodkiewnika pospolitego (Arabidopsis thalina) jako przedstawiciela roslin okrytonasiennych, oraz
elFAE z drozdzy Saccharomyces cerevisiae jako przedstawiciela grzybéw, a zarazem modelowego
organizmu. Badania wzbogacono rédwniez o nietypowa rodzine biatek elFAE z pasozytniczych
pierwotniakéw. Przedstawione wyniki opierajg sie gtéwnie na rownowagowych statych asocjacji (Kas)
wyznaczonych dla badanych biatek elF4E w kompleksie z szeregiem analogéw kapu metodg
miareczkowania fluorescencyjnego, analizie sekwencyjno-strukturalnej wspartej przez modelowanie
homologiczne dla nierozwigzanych struktur, jak réwniez na zmianach struktury lll-rzedowej i otoczenia
tryptofanéw rejestrowanych w widmach dichroizmu kotowego w zakresie bliskiego nadfioletu (near-
UV CD).

A. Zrdéznicowanie powinowactwa do kapu wsrdd ,kanonicznych” czynnikéw translacyjnych
elF4E z réznych organizméw

W inicjacji translacji u organizméw eukariotycznych wystepuja pewne réznice miedzy innymi np. w
procesie formowania kompleksu preincjacyjnego i regulacji aktywnosci poszczegélnych jego
komponentéw w tym w szczegélnosci elF4F. U roslin obecne sg dwa odrebne kompleksy elF4F:
kompleks elF4F sktadajacy sie z elFAE i elF4G oraz kompleks elF(iso)4F sktadajacy sie z elF(iso)4E i
elF(is0)4G [30-32,53], ktére, jak wskazujg badania, sg preferencyjnie wykorzystywane do translacji
pewnej grupy specyficznych mRNA. Do tej pory u roslin nie zidentyfikowano homologéw biatek 4E-BP
regulujgcych dostepnos¢ elF4E dla formowania kompleksu elF4F [53]. W tym kontekscie istotne jest
pytanie, jaka jest réznica w powinowactwie czynnikdéw translacyjnych elF4E u réznych organizméw i
jakie elementy sekwencyjno-strukturalne sg tym zwigzane. Czy zmiany w molekularnym mechanizmie
wigzania kapu u elF4E z danego organizmu przekfadajg sie na réznice w tworzeniu i mechanizmach
oddziatywania pomiedzy poszczegdlnymi partnerami kompleksu preincjacyjnego w procesie inicjacji
translacji.

Wyznaczone w tych samych warunkach z izoterm z miareczkowania fluorescencyjnego state
asocjacji kanonicznych czynnikdw elF4E z szeregiem analogéw kapu w pracach: H2, H5, H6, H7, H8
pokazujg, ze zachodzgce sekwencyjno-strukturalne zmiany ewolucyjne w kanonicznych czynnikach
elF4E sg gtéwnie ukierunkowane na zwiekszenie powinowactwa elF4E do kapu. Kanoniczne ludzkie czy
mysie elFAE wigze m’GTP ponad 10-razy silniej niz jego odpowiednik z muszki owocowej, roslin, czy
drozdzy, natomiast juz tylko 1,5 razy silniej niz elFAE ptazéw (Tabela 1). Wykazalismy (H6-H8), ze istotng



tutaj role odgrywaja zmiany w sieci oddziatywan elektrostatycznych stabilizujgcych wigzanie taricucha
fosforanowego kapu w szczelinie wigzacej kap, a w szczegdlnosci wyraznie stabszej stabilizacji y-
fosforanu w przypadku delF4E-1 oraz 3-, y- i d0-fosforanu kapu u AtelF4E i yelFAE. W odréznieniu od
ssaczych elF4E, gdzie grupa B-fosforanowa kapu stabilizowana jest przez dwa wigzania wodorowe z
tarncuchem bocznym Arg157 i Lys162, w przypadku biatek z eIFAE z rzodkiewnika pospolitego i z drozdzy
B-fosforan stabilizowany jest tylko przez jedno wigzanie wodorowe z Arg157 u yelF4E oraz Arg178 lub
Argl83 u AtelF4E. Przeprowadzone w pracy H7 poréwnanie sekwencji oraz modelowanie
homologiczne wykazato, ze gtéwnga przyczyng stabszego wigzania y-fosforanu u elFAE bezkregowcow,
roslin i grzybéw jest brak dodatkowej a-helisy wystepujacej za B4-nicig. Tworzy ja cigg aminokwaséw
KQQRRS z duzymi grupami bocznymi wystepujacy wytacznie u kregowcéw. Dodatkowa o-helisa
przesuwana sgsiadujaca z nig przestrzenie petle 536 w strone szczeliny wigzgcej kap, co umozliwia
stabilizacje y- i 6-fosforanu kapu przez Lys159 u kregowcdéw. Zaobserwowalismy (H5-H7 oraz dane
niepublikowane dla elF4E z S. cerevisiae), ze u wszystkich badanych kanonicznych elF4E obecnos¢
drugiej zasady w analogu kapu powoduje destabilizacje wigzania, jednakze koszt energetyczny
zwigzany z obecnoscig drugiej zasady dla biatka drozdzowego i roslinnego jest o ponad potowe
mniejszy niz w przypadku elF4E kregowcéw. U zadnej z izoform nie zaobserwowano tworzenia sie
kontaktéw stabilizujgcych drugg zasade kapu, a stabsza destabilizacja wigzania dinukleotydowego
analogu kapu w poréwnaniu z jego mononukleotydowym odpowiednikiem u yeF4E i AtelFAE wynika
najprawdopodobniej z braku kontaktéw pomiedzy y-fosforanem kapu a grupami bocznymi dodatnio
natadowanych aminokwasow u yeF4E i AtelF4E znajdujacych sie u wejscia do szczeliny wigzacej kap,
ktore nie sg destabilizowane przez obecno$¢ labilnej drugiej zasady kapu. Przeprowadzona w pracach
H5-H8 analiza specyficznosci badanych kanonicznych elF4E z roznych organizmdéw wobec metylacji
guanozyny kapu w pozycji N7, wskazuje, ze réwniez u biatek elFAE z kregowcdw nastapity zmiany
sekwencyjno-strukturalne prowadzace do wyselekcjonowania najbardziej optymalnego utozenia
pierscieni indolowych Trp oraz N7-metyloguaniny kapu dla oddziatywania kation-m.

Przeprowadzona w pracy H6 analiza poréwnawcza izoform czynnikéw translacyjnych 4E u
roslin nieoczekiwanie pokazata, ze drugi z czynnikéw elF(iso)4E pojawiajgcy sie ewolucyjnie dopiero u
roslin okrytonasiennych, wykazuje bardzo niskie powinowactwo do analogéw kapu. AtelF(iso)4E wigze
10-razy stabiej m’GpppG niz AtelF4E, a m’GTP 5-razy stabiej. Analiza wymodelowanych struktur
wskazuje, iz gtéwng przyczyng niskiego powinowactwa do kapu elF(iso)4E jest skrécenie o 6
aminokwaséw petli wystepujacej pomiedzy [7-nicia a [8-nicig. Skrécenie petli skutkuje
niemozliwoscig utworzenia a-helisy tworzacej domykajaca krawed? szczeliny wigzacej kap u innych
elFAE.

Podsumowujac wszystkie zidentyfikowane sekwencyjno-strukturalne rdéznice pomiedzy
kanonicznymi elF4E z badanych organizmdéw wskazujg one, iz po zwigzaniu kapu u bezkregowcéw,
roslin i owadéw struktura elF4E pozostaje bardziej ,otwarta” niz u elF4E kregowcdw. Domkniecie
struktury elFAE moze nastepowac¢ w wyniku oddziatywania z biatkami wigzgcymi 4E (4E-BP), a typ
zachodzgcych zmian strukturalnych wywotujacych domkniecie szczeliny wigzacej kap i zwiekszajgce
powinowactwo elF4E do kapu uzaleznione jest od partnera biatkowego, a tym samym od procesu, w
ktérym w danym momencie uczestniczy elFAE w komdrce.

B. Zréinicowanie powinowactwa do kapu wsrod izoform elF4E z Klasy | oraz identyfikacja
zmian sekwencyjno-strukturalnych z tym zwigzanych

W badaniach nad cztonkami rodzin elF4E nadal obowigzuje postawiona w 2005 roku przez Hernandeza
i Vazguez-Pianola [54] hipoteza, ze tylko jeden z cztonkdw rodziny elF4E petni role gtéwnego czynnika
translacyjnego wystepujac we wszystkich tkankach organizmu i podlegajgc ciggtej ekspresji we



wszystkich stadiach rozwoju i zycia organizmu, a pozostate czynniki s3 wytgcznie zaangazowane w
specyficzne procesy regulacji ekspresji genéw wystepujgcych np. na danym etapie rozwoju. Kolejnym
wiec pytaniem, jakie sobie zadatam, byto czy potencjalna rézna rola fizjologiczna cztonkédw rodzinny
elFAE w obrebie tej samej klasy strukturalnej odzwierciedlona jest tez w ich réznej specyficznosci do
analogdéw kapu. Jedli tak, to jakie zmiany wystepuja w molekularnym mechanizmie wigzania kapu u
tych izoform oraz, jakie zmiany sekwencyjno-strukturalne sg z tym zwigzane. Czy ma to znaczenie dla
wyboru partneréw biatkowych, z ktérymi bedzie oddziatywaé¢ dana izoforma elF4E?

U kregowcéw w Klasie | oprécz kanonicznego elFAE (zwanego obecnie elF4E-1a) wystepuje
izoforma elF4E-1b, ktérej ekspresja jest ograniczona do jajnikéw, oocytéw i wczesnej embriogenezy
[55]. U ssakéw jej rola jest nieznana, natomiast u zaby szponiaste] zidentyfikowano jg jako sktadnik
kompleksu CPEB mRNP hamujgcego translacje matczynych mRNA w oocytach [56]. U muszki owocowej
wystepuje, az sze$¢ gendw kodujacych siedem izoform elF4E zaliczanych do Klasy I, przy czym poza
delF4E-1, ktory jest gtdwnym czynnikiem translacyjnym, znana jest tylko rola delF4E-3, ktorej obecnos¢
jest wymagana do prawidtowego przebiegu spermatogenezy (D16). U A. thaliana wystepujg cztery
izoformy elFAE zaliczane do Klasy |, gdzie obecnos¢ izoform elF4E-1b i elF4E-1c zwigzana jest z
podwdjna duplikacjg genu elF4E [57].

Wszystkie izoformy elFAE z Klasy | u cztowieka, muszki owocowej i rzodkiewnika pospolitego
posiadajg wytypowane jako kluczowe dla wigzania kapu aminokwasy, jednak ich specyficzno$¢ wobec
kapu, jak pokazujg badania przeprowadzone w pracach H5-H7, jest bardzo zréznicowana (Tabela 1).

Tabela 1. Réwnowagowe state asocjacji dla kompleksow elF4E nalezgcych do Klasy | z analogiem kapu
m’GTP wyznaczone metodg miareczkowania fluorescencyjnego.

Klasa elFAE  H. sapiens (H2, H5, H7,H8) D. melanogaster (H7) A. thaliana (H6)
Nazwa Kas [UM™] Nazwa Kas [uM1] Nazwa Kas [UM ]
elFAE dlam’GTP  elF4E dla m’GTP elFAE dla m’GTP
helF4E-1a* 70,1+1,2 delF4E-1* 8,94+0,27 AtelFAE* 5,79+0,13

helF4E-1b 22,0+1,4 delF4E-2 8,47 +0,28 AtelF4E-1b 3,12+£0,06

delF4E-3 19,29 +0,52 AtelF4E-1c 5,72 +£0,10

Klasa |
delF4E-4 2,16 £ 0,07 AtelF(iso)4E* 1,07 £0,05
delF4E-5 179+1,4
delF4E-7 53+0,1
Klasa Il helF4E-2 0,70+0,04 delF4E-8 2,89+0,12 nCBP 0,68 +0,01
(h4EHP) (d4EHP)
Klasa Il helF4E-3 5,5+0,2 nie wystepuje nie wystepuje

*kanoniczne elFAE

Pomimo iz sekwencje ludzkich izoform elF4E-1a i elF4E-1b s3 identyczne w 61 %, a zmiany w
sekwencji dotyczg gtdwnie N-koncowego fragmentu biatek, izoforma helF4E-1b wykazuje 2-3-krotnie
nizsze powinowactwo do mononukleotydowych analogéw kapu i okoto 1,5-raza nizsze powinowactwo
do dinukleotydowych analogéw kapu niz helF4E-1a (H5). Przeprowadzone w pracy H5 badania z
wykorzystaniem serii analogéw kapu z réznymi podstawnikami w pozycji N7-guaniny wykazaty istotng
réznice budowie hydrofobowej kieszeni wigzacej 7-metyloguanine kapu u tych dwdch biatek. Wskazuje
na to np. 5-krotnie wyzsze powinowactwo helF4E-1b do GTP i 3-krotne dla bn’GDP, w poréwnaniu z
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helF4E-1a, $wiadczace o nieoptymalnym utozeniu pierscieni aromatycznych w ukfadzie
tréjwarstwowym dla oddziatywania kation- m. Duzg labilno$¢ samej hydrofobowej kieszeni potwierdza
natomiast wysokie powinowactwo do analogdw kapu posiadajgcych duze podstawniki w pozycji N7-
guaniny jak np. grupa benzylowa. Analogiczng labilno$¢ hydrofobowej kieszeni wigzacej kap
zaobserwowali$my réwniez dla izoformy elF4E-1b z X. laevis (H5). Przeprowadzone w pracy H5
modelowanie homologiczne struktury XelF4E-1b wskazuje, iz obecnos¢ seryny i argininyu biatek
elF4E-1b w pozycjach odpowiadajgcych Glu105 i Lys106 u helF4E-1a moze bezposrednio wptywaé na
zmiane orientacji Trp102, a obecnos¢ alaniny w pozycji Ser199 na jego orientacje przez zmiane
orientacji His200. Udziat Trp56 w oddziatywaniu warstwowym jest prawdopodobnie ostabiony przez
zmiane jego otoczenia, a w szczegolnosci zmiane pozycji Phe28 wynikajgca z obecnosci u elF4E-1b w
pozycjach 86 i 87 dwdch seryn, a nie metioniny i proliny, jak u helF4E-1a. Prawdopodobnie wieksza
labilnos¢ kieszeni hydrofobowej wigzacej kap u elF4E-1b moze by¢ zwigzana z potencjalnie odmiennym
stopniem metylacji kapu u matczynych mRNA w oocytach i jaju [58—60].

Zupetnie odmienny typ zmian w powinowactwie do kapu zaobserwowali$my u blisko
spokrewnionych cztonkdw Klasy | eIFAE u A. thalina (H6). AtelFAE-1b i AtelFAE-1c wykazujg 56% i 57%
identycznos$¢ sekwencji z sekwencjg AtelF4E, a zmiany w sekwencji wystepujg przede wszystkim w N-
koncowej czesci biatka oraz obejmujg aminokwasy zwigzane z oddziatywaniem elF4E z biatkiem elFAG.
Identyczno$¢ sekwencji pomiedzy izoformami AtelF4E-1b i AtelF4E-1c wynosi natomiast 95%.
Wyznaczone réwnowagowe state asocjacji (Kas) dla kompleksow izoformy AtelF4E-1c z szeregiem
analogdéw kapu sg poréwnywalne z ze statymi otrzymanymi dla kanonicznego AtelF4E, natomiast w
przypadku izoformy AtelF4E-1b sg one okoto 2-krotnie nizsze, z wyjatkiem statej dla m’GMP, ktéra jest
poréwnywalna u AtelF4E-1c i AtelF4E-1b, a zarazem 2,5-razy nizsza niz dla AtelF4E. Wyniki te sugeruja,
ze gtéwne zmiany pomiedzy tymi izoformami dotyczg tworzonej sieci oddziatywan pomiedzy
tancuchem fosforanowym kapu a dodatnio natadowanymi aminokwasami w szczelinie wigzacej kap.
5% réznica identycznosci sekwencji pomiedzy AtelF4E-1c i AtelF4E-1b pochodzi gtéwnie od zmian
aminokwasoéw zlokalizowanych w poblizu szczeliny wigzacej kap. Na podstawie analizy poréwnawczej
wymodelowanych struktur izoform elF4E wytypowaliémy, iz zamiana hydrofobowej Phel47 i Thr145
wystepujacej u AtelF4E-1c na metionine i seryne u AtelF4E-1b moze powodowa¢ stabszg stabilizacje
taricucha bocznego Arg188 (odpowiednik Lys162 u helF4E1la), przez co stabsze jest wigzanie 3- i y-
fosforanu kapu u AtelF4E-1b. Rola izoform AtelF4E-1c i AtelF4E-1b dotychczas nie zostata wyjasniona,
jednakze izoformy te oddziatywajg z roslinnymi elFAG i sg zdolne do funkcjonalnego zastgpienia
drozdzowego elF4E w komdrkach drozdzy, co swiadczy o tym, ze mogg one petnic role specyficznych
czynnikéw translacyjnych [57].

Izoformy elF4E Klasy | z muszki owocowej, badane w pracy H7, wykazujg zréznicowane zmiany
w tworzeniu kontaktéw molekularnych ze strukturg kapu. lzoforma wykazujgcg najwyzsze
powinowactwo do kapu jest izoforma delF4E-3. Zmiany sekwencyjno-strukturalne, ktére nastgpity w
przypadku tej izoformy, wyselekcjonowaty w szczegdlnosci kontakty stabilizujgce wigzanie a-fosforanu
kapu, a ostabity tworzone kontakty pomiedzy dodatnio natadowanymi grupami bocznymi
aminokwaséw w szczelinie wigzacej kap a -, y-fosforanem kapu. Wyznaczona réwnowagowa stata
asocjacji dla kompleksu delF4E-3 z m’GMP jest nawet 3,6 razy wyzsza niz dla ludzkiego elF4E-1a.
Niestety przeprowadzona w pracy analiza sekwencyjno-strukturalna nie data nam jednoznacznej
odpowiedzi, jakie zmiany sg odpowiedzialne za tak silng stabilizacje a-fosforanu kapu u delF4E-3.
Przeprowadzona dla delF4E-3 analiza pozwolita nam natomiast na zidentyfikowanie, nietypowego dla
biatek z rodziny elFAE, wigzania drugiej zasady poprzez oddziatywania warstwowe z pierscieniem
His234. Analogiczng stabilizacje drugiej zasady zidentyfikowalismy u delF4E-5, gdzie w oddziatywaniu
warstwowym moze bra¢ udziat Phe222. Stabilizacja drugiej zasady kapu jest natomiast
charakterystyczna dla innego biatka wigzgcego kap — jgdrowego kompleksu wigzgcego kap (CBC) [12].
Znaczgco wyzsze powinowactwo delF4E-3 do kapu prawdopodobnie pozwala mu wygrywac
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konkurencje z delF4E-1 w wigzaniu kapu mRNA ulegajacych translacji w jgdrach podczas
spermatogenezy, a ze wzgledu na to, ze ekspresja delF4E-3 u muszki owocowej ograniczona jest
wylacznie do jader i wystepuje na wczesnych etapach spermatogenezy, nie bedzie ona zaburzaé innych
procesdw inicjacji translacji, ktorych udziat bierze delF4E-1 (D16). U izoformy delF4E-5
zaobserwowali$my silniejsze wigzanie o-fosforanu kapu w poréwnaniu z kanonicznym czynnikiem
delF4E-1, ale brak destabilizacji wigzania dalszych fosforanéw jak to miato miejsce w przypadku
delFAE-3. W przypadku izoformy delF4E-7 analiza zmian entalpi swobodnej wigzania (AAG°)
poszczegblnych elementéw strukturalnych kapu wskazuje, ze na kazdym etapie wigzania kapu
nastapity niewielkie zmiany w kontaktach molekularnych. Natomiast przeprowadzone analizy
sekwencyjno-strukturalne pokazaty, ze nieustrukturyzowany bardzo dtugi 249 aminokwasowy N-
koniec wystepujacy u tej izoformy nie wptywa na wigzanie kapu. W przypadku izoformy delF4E-4,
najstabiej wigzacej kap, zmiany sekwencyjno-strukturalne doprowadzity do destabilizacji
tréjcztonowego oddziatywania warstwowego typu kation-n pomiedzy pierécieniami indolowymi Trp a
7-metyloguaning kapu, wynikajgcego np. ze zwiekszonej labilnosci reszt Trp i nie domykania sie
struktury elF4E po zwigzaniu kapu. Potwierdza to zaobserwowane 2-krotne zwiegkszenie
powinowactwa delF4E-4 do kapu gdy wystepuje ono w kompleksie z 13-aminokwasowym fragmentem
elF4G. Kooperatywnosci wigzania nie zaobserwowalismy dla innych przebadanych izoform elF4E z
muszki owocowej i cztowieka (H7). Sugeruje to, ze dla fizjologicznej roli delF4E-4 oddziatywanie z
partnerami biatkowymi bedzie miato istotne znaczenie.

Podsumowujac, otrzymane wyniki w pracach H5-H7 pokazuja, iz pojedyncze zmiany
aminokwasow w sekwencji izoform elFAE w otoczeniu szczeliny wigzacej kap, wptywajg bezposrednio
lub posrednio na potozenie aminokwaséw biorgcych bezposredni udziat w wigzaniu kapu i powoduja
zréznicowane powinowactwo cztonkéw Klasy | rodzin elF4E do struktury korica 5° mRNA.
Zaobserwowane réznice w molekularnym mechanizmie wigzania kapu dotyczg wszystkich jego
elementow: stabilizacji 7-metyloguanozyny poprzez oddziatywanie warstwowe z pierscieniami
indolowymi tryptofandw, wigzania taricucha fosforanowego czy drugiej zasady kapu. ldentyfikacja
zmian sekwencyjnych i strukturalnych u izoform odpowiedzialnych za rézne ich powinowactwo do
kapu nie bytaby jednak mozliwa bez uprzedniego wyznaczania statych asocjacji dla ich komplekséw
szeregiem modyfikowanych analogéw kapu i scharakteryzowaniu rézni¢ w powinowactwie do
poszczegblnych jego elementdéw strukturalnych.

Warto réwniez podkresli¢, ze zidentyfikowane réznice w molekularnym mechanizmie wigzania
kapu u cztonkéw rodzin elF4E z Klasy | znajdujg swoje odzwierciedlenie w petnionej przez nie funkcji w
komérce, co potwierdzajg te nieliczne przypadki izoform elF4E Klasy I, ktérych funkcje
zidentyfikowano.

C. Wptyw zmian uktadu aminokwaséw w , kanapkowym stackingu” u elF4E na powinowactwo
do kapu

U biatek z rodziny elF4E klasyfikowanych do Klasy Il i lll nastepuje zmiana uktadu pierscieni
aromatycznych w tzw. trdjsktadnikowych ,kanapkowym stackingu” wigzacym kap, gdzie u izoform
nalezgcych do Klasy Il nastgpito podstawienie tryptofanu z pozycji 56 przez aminokwas aromatyczny
tyrozyne badz fenyloalanine, natomiast u izoform zaliczanych do Klasy Il w pozycji 56 wystepuje
aminokwas niearomatyczny cysteina badZ aminokwas aromatyczny tyrozyna. Pierwszym pytaniem,
jakie zadatam sobie przystepujgc do analizy izoform elF4E z Klasy Il i lll z wybranych organizmow, byto,
jak ta zmiana wptywa na specyficzno$¢ wigzania kapu przez te izoformy elFAE oraz czy ma ona
przetozenie na analogiczne substytucje Trp56 w ludzkim biatku elF4E-1a — kanonicznym czynniku
inicjacji translacji.
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W pracach H2 i H8 zostaly zaprezentowane wyniki otrzymane dla szeregu tryptofanowych
mutantéw helF4E-1a. Konstrukty ekspresyjne dla badanych mutantéw zostaty uzyskane poprzez
metode mutagenezy ukierunkowanej przez oligonukleotyd z wykorzystaniem PCR, a nastepnie biatka
byty uzyskiwane metodg nadekspresji w komdrkach E. coli i oczyszczane z ciatek inkluzyjnych. Badania
oddziatywan mutantéw z analogami kapu przeprowadzone metoda miareczkowania
fluorescencyjnego, przedstawione poglagdowo w tabeli 2, pokazaty, iz kluczowym tryptofanem z ukfadu
pierscieni aromatycznych biorgcych udziat w stackingu u helF4E-1a jest Trp102. Jego podstawienie
przez inny aminokwas aromatyczny osfabia wigzanie biatka do m’GTP ponad 10-krotnie. Co ciekawe
badania te pokazaly, iz najbardziej efektywnym uktadem pierscieni aromatycznych dla helF4E-1a jest
uktad Tyr56/Trp102, a nie wystepujacy naturalnie uktad Trp56/Trp102.

Tabela 2 Réwnowagowe state asocjacji dla kompleksow mutantéw ludzkiego elF4E, w obrebie
aminokwaséw aromatycznych biorgcych udziat w stackingu m’Gua kapu, z analogiem kapu m’GTP

Konfiguracja
uktadu Trp Tyr Phe Cys Ala
warstwowego

Kas [uM™] dla kompleksu z mutantéw helF4E-1a z m’GTP (Klasa I)

[X] - 56
m’Gua 108,9+7,8 27,4+2,9 0,31+£0,03 0,21+0,0
[Trp] - 102
[Trp] - 56
+

m’Gua 701+1,2 7,07 £0,39 2,44 +0,10 0,15+0,01
[X]-102

X] - 56 .
Eanua 12,33+0,35 1,18 £0,10 . nie wigze
[X]-102

W $wietle uzyskanych w pracach H2 i H8 wynikéw ewolucyjne postawienie w miejscu Trp56
innego aminokwasu aromatycznego u izoform z Klasy Il i lll nie musi w bezposrednio oznaczac
stabszego wigzania kapu przez te izoformy. Zamiana jednak Trp56 na niearomatyczny aminokwas
cysteine lub alanine u helF4E-1a, burzaca tréjsktadnikowy stacking, znaczgco ostabia wigzanie kapu, co
jest zgodne ze wczesniej prezentowanymi wynikami braku zdolnoéci wigzania sie do m’GDP-
Sepaharose analogicznych mutantéw, gdzie tryptofany zostaty zastgpione przez leucyny [13,61,62].
Badania biologiczne [39] pokazaty jednak, ze mysie elF4E3, u ktédrego w miejscu odpowiadajgcym Trp56
wystepuje cysteina, jest zdolne wigzac sie do m’GTP-Sepaharozy.

Przeprowadzone badania oddziatywan ludzkich elFAE z Klasy II- helF4E-2 (W->Y) oraz Klasy llI
— helF4E-3 (W->C) z analogami kapu, przedstawione w pracach H1 i H8, pokazaty, iz analogiczne
substytucje w kanapkowym uktadzie warstwowym u helF4E-1a, nie odzwierciedlajg bezposrednio
molekularnego mechanizmu wigzania kapu u tych izoform. Ludzka izoforma elF4E-2 majgca zachowany
uktad pierscieni aromatycznych wigze m’GTP 100-krotnie stabiej niz helFAE-1a i okoto 10-razy stabiej
niz elF4E-3 posiadajaca tylko jeden tryptofan oddziatywujgcy warstwo z m’Gua. Dla obu izoform
zachowane sg trzy charakterystyczne elementy wigzania kapu przez biatka elF4E:

(i) specyficzno$¢ wobec metylacji guaniny w pozycji N7,

(ii) stabilizacja wigzania kapu wraz z wydtuzaniem faricucha fosforanowego poprzez

oddziatywania elektrostatyczne

(iii) destabilizacja wigzania kapu poprzez obecnos¢ drugiej zasady.
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Jednakze analiza zmian energii swobodnej Gibbsa (AAG°) pokazata o wiele stabszg
selektywnos$¢ helF4E-2 wzgledem metylacji guaniny w pozycji N7. Analogiczng stabg selektywnos¢
wobec m’Gua wykazuje nCBP - izoforma elFAE z rzodkiewnika pospolitego zaliczana do Klasy Il (H6), co
ciekawe delF4E-8 izoforma z Klasy Il u muszki owocowej (H7) tej cechy nie wykazuje. Poréwnawcza
analiza sekwencyjno-strukturalna tych trzech biatek przeprowadzona w pracach H6 i H7 pokazafa, ze
w labilna petla 132, na ktérej znajduje sie Trp 56, przypadku izoform z Klasy Il jest o kilka
aminokwasow dtuzsza (helF4E-2- 5 aa, nCBP i delFAE-8 — 3 aa), niz w przypadku elF4E z Klasy |. Moze
to prowadzi¢ do niekorzystnego energetycznie ustawiania reszty tyrozyny dla oddziatywania kation-m,
tym bardziej, ze w strukturze helF4E-2 [63] i modelowanej strukturze nCBP (H6) w obrebie
wspomnianej petli tworzy sie nowa krétka o-helisa usztywniajgca petle. Przeprowadzone
modelowanie homologiczne nie wykazato natomiast tworzenia sie analogicznej helisy u delF4E-8.
Istotng réznicg w molekularnym mechanizmie wigzania kapu u izoform elF4E z Klasy Il, ktérg wykazaty
badania oddziatywan z analogami kapu o réznej dtugosci tancucha fosforanowego (H2, H6 i H7), jest
mniejszy udziat oddziatywan elektrostatycznych stabilizujgcych wigzanie grup fosforanowych kapu. Jak
pokazuje analiza strukturalna jest to zwigzane z innym uktadem sieci aminokwaséw z dodatnio
natadowanymi grupami bocznymi w szczelinie wigzacej kap u tych biatek.

Podsumowujac, uzyskane wyniki w pracach H2, H6, H7 pokazujg, iz kluczowym aminokwasem
aromatycznym dla wigzania m’Gua kapu u biatek z rodziny elF4E poprzez oddziatywania warstwowe
jest tryptofan odpowiadajacy Trp102 wedtug numeracji dla biatka ludzkiego, za$ obecnos¢ innego
aminokwasu w pozycji odpowiadajgcej Trp56 w ludzkim elF4E u izoform elF4E z klasy Il i lll nie jest
wytgczng przyczyng obserwowanych zmian w ich powinowactwie do kapu 5" mRNA.

D. Obraz zmian konformacyjnych i otoczenia tryptofanéw elF4E wigzacych kap w widmach CD
w zakresie bliskiego nadfioletu

Spektroskopia dichroizmu kotowego (CD) od lat stosowana jest do badan struktur biatek w roztworze
i ich zmian np. wyniku oddziatywania z ligandami. W przypadku gdy powszechnie stosowana
spektroskopia CD w zakresie dalekiego nadfioletu daje informacje o zawartosci struktur Il rzedowych
w biatku i ich zmianach w wyniku réznych proceséw [64], to o wiele rzadziej wykorzystywana
spektroskopia CD w zakresie bliskiego nadfioletu daje informacje o strukturze trzeciorzedowej biatka
[64,65]. Sygnaty w widmie CD rejestrowane w zakresie 250-320 nm pochodzg od przejs¢ elektronowych
aminokwasow aromatycznych, ktérych symetria zostanie zburzona przez oddziatywanie z otoczeniem.
Ksztatt oraz intensywnos¢ sygnatdw CD jest zatem charakterystyczng i indywidualng cechg biatka i
zalezy miedzy innymi od iloéci aminokwaséw aromatycznych w biatku, ich przestrzennego utozenia i
odlegtosci od sgsiadujgcych aminokwaséw, w szczegdlnosci innych aminokwaséw aromatycznych i
polarnych, czy np. ich uczestnictwa w tworzeniu wigzan wodorowych [65].

Ewolucyjne zachowanie w sekwencji biatek z rodziny elF4E wystepujacych u Metazoa,
Viridiplantae i Fungi 8 tryptofanéw w charakterystycznym modzie sekwencji wytyczonym réwniez
przez obecnosé zachowanych fenyloalanin i histydyn [66], bezposredni udziat trzech tryptofanéw w
wigzaniu kapu oraz ich specyficzne substytucje u biatek elFAE z Klasy Il i lll zrodzity pytanie czy
spektroskopia CD w zakresie bliskiego nadfioletu mogtaby by¢ uzyteczng metoda $ledzenia zmian
otoczenia tryptofandw u elF4E i réznic wystepujgcych w ich oddziatywaniu z kapem. Owocem tego jest
praca H8.

Przeprowadzone w pracy H8 badania pokazaty, ze widmo CD helF4E-1a w zakresie bliskiego
nadfioletu jest typowym widmem obserwowanym dla modelowych pochodnych tryptofanu
imitujgcych obecnosé tryptofanu w wigzaniu peptydowym oraz biatek tryptofanowych zaliczanych do
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typu |, gdzie pasma CD pochodzg od przejscia elektronowego L, w tryptofanie. Jest ono zdominowane
przez dwa pasma zwigzane z przejéciem ze stanu podstawowego do réznych poziomdw oscylacyjnych
stanu wzbudzonego, dodatnie pasmo CD z maksimum przy 291 nm odpowiada przejsciu 0-0, a pasmo
z maksimum przy 284 nm przejsciu 0 + 847 cm™. Zachowanie powyiszego profilu widma CD
zaobserwowatam u wszystkich przebadanych w pracy H8 kanonicznych czynnikdw elF4E z innych
organizmdw, jak i u ludzkich izoform elFAE z wyjatkiem helF4E-3, gdzie na pasmo Trp pochodzace od
przejscia typu 'Ls 0-0, naktada sie szerokie pasmo pochodzgce od tyrozyn i fenyloalanin. Tak bardzo
»prosty” profil widma CD w zakresie bliskiego UV jest bardzo rzadko spotykany u biatek, u ktérych
wystepuje wiecej niz jedna czasteczka tryptofanu i $wiadczy to o tym, ze dla wiekszosci tryptofanéw
elFAE pasma CD pochodzg od przej$¢ Lz o podobnej energii. Zaobserwowana zachowawczo$é profilu
widma CD w zakresie bliskiego UV u elF4E jest wiec kolejng cechg podkreslajgcg strukturalng
zachowawczos$c tej rodziny biatek.

Biorac pod uwage zachowawczo$¢ profilu widma CD, przypisanie wktadu od poszczegdlnych
tryptofanéw w obserwowane pasma CD datoby gtebszy wglad w molekularny mechanizm
strukturalnego i funkcjonalnego znaczenia ewolucyjnego zachowania tryptofandw u elF4E, a takze
obserwacje zmian konformacyjnych tryptofanéw bioracych udziat w wigzaniu kapu i ich subtelnych
réznic u poszczegélnych biatek z rodziny elFAE. Przypisanie sygnatow od poszczegélnych tryptofandw
mozna uzyskac¢ analizujgc widma CD dla mutantéw, u ktérych poszczegdlne tryptofany zamienione sg
na niearomatyczny aminokwas np. alanine lub inny aminokwas aromatyczny np. fenyloalanine,
ktérego wprowadzenie w mniejszym stopniu moze zaburza¢ strukture przestrzenng biatka. U elF4E
tylko Trp56 i Trpl02, znajdujg sie na ruchomych petlach, za$ pozostate szes$¢ tryptofandw
umiejscowione jest w obszarze struktur Il rzedowych, co spowodowato, ze uzyskane mutanty helF4E-
1a posiadajgce w pozycjach 43, 46, 73, 113, 130 i 166 zamiast tryptofanu alanine badz fenyloalanine
wykazywaty znaczaca tendencje do agregacji, co uniemozliwito wykonanie wiarygodnych widm CD dla
tych biatek. Widma CD wykonane dla pojedynczych i podwdjnych mutantéw elF4E, gdzie Trp56 lub/i
Trpl02 zamienione zostaty na Ala , Tyr lub Phe, pokazaty, ze dla formy biatka apo wktad do
obserwowanych pasm CD daje tylko Trp102. Natomiast brak wktadu od Trp56 do widma CD, co
Swiadczy o jego duzej swobodzie rotacyjnej u biatka w formie apo.

Szeroka gama mutantéw helF4E-1a w pozycji 56 lub/i 102 wigzacych i niewigzacych koniec 5
MRNA pozwolita na identyfikacje zmian sygnatéw CD od poszczegdlnych tryptofandw nastepujaca po
zwigzaniu analogdéw kapu. W dzikim biatku helF4E-1a po zwigzaniu kapu pojawiajg sie dwa dodatkowe
pasma CD, pierwsze ujemne w zakresie 295-330 nm z minimum w 297 nm i drugie dodatnie w zakresie
z 255- 270 nm maksimum 262 nm. Pasma te zidentyfikowatam jako pasma zwigzane z przejéciami L,
Trp. W przypadku pasm CD pochodzacymi od przejéé¢ Ly tryptofanu po zwigzaniu kapu nastepuje
wzrost intensywnosci pasma 284 nm, za$ intensywnos$¢ pasma 291 nm pozostaje bez zmian. Profil
widma CD helF4E-1a po zwigzaniu kapu zmienia sie z Typu | na Typ lll. Przeprowadzona analiza widm
CD mutantéw w kompleksie z analogami kapu wykazata, ze:

(i) wyniku wigzania kapu nastepuja lokalne zmiany struktury elFAE wptywajgce na zmiany
konformacyjne lub otoczenia pozostatych zachowanych tryptofandw niebiorgcych
udziatu w bezposrednim wigzaniu kapu, ktére dajg ujemny sygnat CD od przej$¢ Ls.
Zmiany te sg rdwniez zwigzane ze zmiang potozenia Trp56 i Trp102 czy podstawionych
w tych pozycjach innych aminokwaséw aromatycznych na skutek wigzania kapu,
prowadzace do zajscia sprzezenia typu dipol-dipol miedzy orbitalami stanéw
wzbudzonych aminokwaséw aromatycznych w pozycji 56 lub 102 a innych Trp elF4E.

(ii) wyniku oddziatywania Trp56 z kapem, w widmie CD kompleksu pojawia sie dodani
sygnat CD od przejs¢ 'L, oraz dodani sygnat od przejécia L, w zakresie 295-310 nm,
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(iii) wyniku oddziatywania Trp102 z kapem, w widmie CD kompleksu pojawia sie ujemny
sygnat od przejscia 'L, w zakresie 295-330 nm oraz dodatni sygnat zwigzany z
przejsciem 1L, (0+847cm™), ale tylko w obecnosci aminokwasu aromatycznego w
pozycji 56, co jest najprawdopodobniej zwigzane ze sprzezeniem typu dipol-dipol
miedzy orbitalami stanéw wzbudzonych Trp102 i aminokwasu aromatycznego w
pozycji 56.

Przypisane poszczegdlnym tryptofanom zamiany obserwowane w widmach CD mutantéw helF4E-1a
w wyniku oddziatywania z kapem znalazty swoje odzwierciedlenie w widmach komplekséw ludzkich
izoform elFAE. U izoformy elF4E-3 (W56->C, u helF4E-3 to Cys69) zaobserwowaliémy brak sygnatéw
zwigzanych z Trp56 lub obecnoscig aminokwasu aromatycznego w tej pozycji, a tylko sygnat zwigzany
z Trpl02 (u helF4E-3 to Trpll5). W widmie CD kompleksu drozdzowego elF4E z m’GTP
zaobserwowali$my natomiast tylko sygnaty pochodzace od Trp56 (u yelF4E to Trp58), a brak sygnatu
od Trp102 (u yelFAE to Trp104), co jest zwigzane z odwrotng orientacjg Trp58 u yelF4E w ukfadzie
tréjwarstwowym, co potwierdza struktura NMR tego kompleksu [67].

Podsumowujac, zaprezentowana w pracy H8 analiza sygnatéw CD elF4E w formie apo i w
kompleksie z analogami kapu pokazuje, ze CD w zakresie bliskiego UV jest bardzo uzyteczng metoda
do analizy zmian uktadu pierécieni aminokwaséw aromatycznych biorgcych udziat w tworzeniu
tréjwarstwowego uktadu kanapkowego ,stackingu” wigzacego 7-metyloguanine kapu u biatek elF4E
wynikajacych z lokalnych zmian strukturalnych i sekwencyjnych u tych biatek, czy tez wymuszanych
przez wprowadzenie innych grup funkcyjnych w pozycje N7 guanozyny w nowych wariantach analogu
kapu, obecnie szeroko testowanych jako potencjalne inhibitory elF4E w komdrkach nowotworowych
[68-71].

Drugg zalety, jaka niesie spektroskopia CD w zakresie bliskiego UV dla biatek elF4E, a ktéra
udato mi sie wykaza¢ w pracy H8, jest zastosowanie tej metody do wyznaczania statych wigzania z
rejestrowanych zmian eliptycznosci biatka w funkcji stezenia ligandu. Uzyskane w pracy state asocjacji
z analizy izoterm z miareczkowania helF4E-1a czterema analogami kapu dla zmian eliptycznosci w
zakresie pasma CD 295-330 nm sg zgodne ze statymi uzyskanymi w tych samych warunkach z
miareczkowan fluorescencyjnych.

E. Specyficznos$¢ wigzania kapu i potencjalna rola biatek elF4E u Trypanosomatydow

W odrdznieniu od biatek z rodziny elFAE wystepujgcych u organizméw z krélestwa zwierzat,
roélin zielonych i grzybéw u pewnych pierwotniakéw wystepuja nietypowe izoformy elF4E, ktére
trudno zakwalifikowa¢ do jednej z trzech zdefiniowanych grup strukturalnych ze wzgledu na rozlegte
przypadkowe wtracenia ciggdw aminokwaséw w zdefiniowanym rdzeniu strukturalnym elF4E [66].
Bardzo ciekawag rodzine stanowig tutaj pasozytnicze pierwotniaki z rodzinny Trypasomatidae, w obreb
ktorej wchodzi rodzaj Leishmania i Trypanosoma, ktére migrujgc pomiedzy swoim owadzim wektorem
a ssaczym gospodarzem wywotujg u ludzi i zwierzat domowych grozne choroby pasozytnicze. Na
przyktad Trypanosoma brucei wywotuje $pigczke afrykanska, a ponad 20 gatunkéw z rodzaju
Leishmania chorobe zwang leiszmaniozg, ktorej najciezsza odmiana tzw. trzewna (znanej tez pod
nazwa kala-azar) przypadku nieleczenia jest Smiertelna w 95% procentach. Rodzina ta jest réwniez
interesujgca ze wzgledu na wystepowanie u niej nietypowych cech molekularnych zwigzanych z
ekspresjg gendéw [72]. Geny kodujgce biatka sg zorganizowane w duze jednostki transkrypcyjne, z
ktérych powstaje polycistronowy pre-mRNA, ktéry ulega dalszej obrébce do monocistronowych mRNA
poprzez trans-splicing i polyadentylacje [73]. Podczas trans-slicingu do 5’ korica powstajagcych mRNA
dotaczany jest 39 nukleotydowy Spliced Leader (SL RNA) posiadajacy na swoim 5’ koncu unikalng nie
wystepujagcg u innych eukariotéw strukture kapu: m’Gpppm:®*ZApm?ZApm?Cpm;*?*U zwang
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kapem-4 [74,75]. Celem publikacji H1 wykonanej we wspodtpracy z grupg chemiczng profesora
Darzynkiewicza i grupg profesor Michal Shapira z Ben Gurion University of the Negev oraz H3 i H4
wykonanych we wspoétpracy z profesorem Davidem Campbell z University of California at Los Angeles
byto otrzymanie i charakterystyka specyficznosci do kapu izoform elF4E wystepujacych Leishmania
major i Trypanosoma brucei. jak i okreslenie potencjalnej roli biologicznej tych biatek Duzym
problemem w leczeniu choréb wywotywanych przez te pasozytnicze pierwotniaki jest ograniczona
liczba lekdéw, z ktérych wiekszos¢ jest toksyczna i przy ich stosowaniu wymaga jest hospitalizacja.
Dlatego prace te, jak wiele innych badan biologicznych nad tymi organizmami, jest réwniez
ukierunkowana na wytypowanie potencjalnych celéw terapeutycznych, w tym przypadku zwigzanych
ze specyficznoscig izoform elF4E do kapu-4.

W pracy H1 na podstawie analizy homologicznej sekwencji w genomie L. major
zidentyfikowano cztery izoformy elF4E oznaczone Leish4E-1, Leish4E-2, Leish4E-3 i Leish4E-4, ktére
wykazujg bardzo niski stopiern homologi sekwencji w stosunku do elF4E z drozdzy czy wyzszych
organizméw eukariotycznych. Zastosowane w pracy metody przewidywania struktury 3D pokazuja, iz
pomimo niskiej homologi, struktury izoform elFAE z Leishmanii posiadajg one charakterystyczny dla
biatek elF4E o/B ,fold”, jednak dla samego motywu wigzgcego kap obserwowane sg pewne réznice.
Charakterystyczny uktad trzech tryptofanéw (Trp56, Trpl02 i Trpl66 wedtug numeracji dla biatka
ludzkiego) biorgcych udziat w wigzaniu kapu zachowany jest tylko u izoform Leish4E-1 i Leish4E-2. U
izoformy Leish4E-4 w pozycji odpowiadajgcej Trp56 wystepuje tyrozyna, za$ u izoformy Leish4E-3
niearomatyczny aminokwas — metionina. Z klasycznego uktadu aminokwaséw zasadowych
znajdujgcych sie u wejscia do szczeliny wigzacej kap, i oddziatywujgcymi z taicuchem fosforanowym
kapu, u wszystkich izoform zachowana jest tylko arginina odpowiadajgca Arg157 biatka ludzkiego. Do
tej pory, pomimo ciggtych prac, nie udato sie uzyskac dla zadnej z izoform struktury krystalograficznej,
ktora by zweryfikowata nasze przewidywania z modelowania.

Przeprowadzone badania oddziatywan izoform elFAE z Leishmanii z kapem-4 i jego
intermediatami oraz innymi analogami kapu, metodg miareczkowania fluorescencyjnego, z
optymalizowang przeze mnie do tych biatek, wykazaty ich zréinicowana specyficznos¢ wobec
modyfikowanych analogdw kapu. Pokazaty, ze tak jak u innych biatek z rodziny elF4E, wystepuje u nich
wyrazna specyficznos¢ wobec metylacji pierscienia guaniny kapu w pozycji N7, oraz charakterystyczna
destabilizacja wigzania kapu w wyniku dodania do m’GTP drugiej zasady. Chociaz u izoform Leish4E-1
i Leish4E-2, na co wskazuje analiza zmian energii swobodnej Gibbsa (AAG®), najprawdopodobniej
nastepuje wigzanie drugiej zasady, tak jak u izoform delF4E-3 i delF4E-5 z muszki owocowej (H7).

Bardzo ciekawym a zarazem zaskakujgcym wynikiem jest ponad 100-krotnie stabsze
powinowactwo izoform elF4E z L. major nie tylko do m’GTP, czego sie spodziewano, ale rowniez do
kapu-4, wystepujgcego wylgcznie u pierwotniakdw z rzedu Kinetoplastida, w poréwnaniu do mysiego
elF4E. Przeprowadzone przeze mnie badania poréwnawcze dla biatka mysiego oraz Lesih4E-1
izolowanych zaréwno z frakcji rozpuszczalnej jak i ciatek inkluzyjnych, a nie zamieszczone w omawianej
pracy, pokazaty jednoznacznie, ze sposdb oczyszczania biatka nie ma wptywu na uzyskane i
prezentowane w pracy state asocjacji. Réwniez wyniki przeprowadzonego w pracy H1 eksperymentu
pokazujace, ze zadna z izoform LeishelF4E nie jest zdolna do funkcjonalnego zastgpienia drozdzowego
elF4E w komérkach drozdzy pozbawianych endogennego elF4E potwierdza strukturalng i funkcjonalng
odmiennos¢ tych izoform.

Wsrdd izoform elF4E z Leishmanii wyrazng preferencje do kapu-4 wykazuje tylko izoforma
Leish4E-2. Stata asocjacji dla komplekséw m’GTP i kapu 4 z izoformami Leish4E-1 oraz Leish4E-4 s3
poréwnywalne. Leish4E-3 jest natomiast izoformg, ktéra wykazuje wyrazng preferencje dla wigzania
m’GTP, a destabilizacja wigzania wynikajaca z obecnosci drugiej zasady, czy tez metylacji zasad i
cukréw obecnych w kapie-4 jest analogiczna jak w biatku mysim. Izoforma najsilniej wigzaca
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modyfikowane analogi kapu jest izoforma Leish4E-4, u ktérej wystepuje podstawienie Trp56 na Tyr.
Réwniez Leish4E-3, u ktérej wystepuje podstawienie Trp56 na Met wigze m’GTP 2-krotnie oraz 10-
krotnie silnej niz Leish4E-1 i Leish4E-2, u ktérych zachowany jest uktad dwoéch Trp oddziatywujgcych
warstwowo z N7-guaning kapu. Wyniki te, w odniesieniu do wczeéniej oméwionych wynikéw dla
ludzkich izoform elFAE i mutantow helF4E-1a (H2, H8) po raz kolejny pokazuja, ze oddziatywania
warstwowe 7-metyloguaniny kapu miedzy dwoma aminokwasami aromatycznymi nie sa konieczne,
ani wystarczajgce do efektywnego wigzania kapu przez izoformy elF4E, a o specyficznosci
oddziatywania decydujg réwniez lokalne zmiany strukturalne i podstawienia aminokwasowe.

Badania powinowactwa izoform Leish4E do kapu wraz z przeprowadzong analizg dystrybucji
izoform we frakcjach polisoméw oraz eksperymentami typu ,pull-down” badajgcymi oddziatywanie
biatek elFAE z Leishmanii z ludzkim biatkiem 4E-BP1 pozwolito na wytypowanie dwéch potencjalnych
kandydatéw Leish4E-1 i Leish4E-4 na potencjalne czynniki translacyjne u L. major. Dalsze badania nad
Leish4E-1 i Leish4E-4 we wspotpracy z profesor Michal Shapira (D6), pokazaty ze izoforma Leish4E-4
jest czynnikiem translacyjnym u formy promastigota.

W przypadku izoform elFAE T. brucei, w zwigzku z zaproszeniem profesora Davida Campbella
do wspotpracy, charakteryzowatam powinowactwo dwéch nowo odkrytych przez jego zespét izoform
elFAE oznaczonych jako TbEIF4E-5 i TbEIFAE-6 przedstawione w pracach H3 i H4. Analiza filogenetyczna
oraz homologi sekwencji pokazata znacznie blizsza homologie pomiedzy tymi biatkami niz z innymi
wigzanie kapu realizowane jest przez nietypowy uktad aminokwasdw aromatycznych biorgcych udziat
w oddziatywaniach warstwowych, gdzie zamianie na inny aminokwas ulega réwniez Trp102, a nie jak
u dotychczas badanych izoform Trp56. U izoformy TbEIF4E-5 jest to uktad Trp/Tyr, a u TbEIF4E-6
Phe/Phe. Z pozostatych konserwowanych tryptofanow w sekwencji elF4E u obu izoform zachowany
jest Trp43 i Trp166 oraz u TbEIF4E-5 rowniez Trp73. Tak jak u scharakteryzowanych wczesniej elFAE
obie izoformy wykazujg wyrazng specyficznos¢ wobec metylacji pierscienia guaniny kapu w pozycji N7,
oraz charakterystyczng destabilizacje wigzania kapu w wyniku dodania do m’GTP drugiej zasady.
Natomiast nie wykazujg preferencji do wigzania kapu-4. State asocjacji wyznaczone dla komplekséw
tych biatek z m’GTP i kapem-4 sg bardzo podobne, chociaz TbEIF4E-5 wigZe oba ligandy okoto 4 razy
silniej niz TbEIF4E-6. Uzyskane state asocjacji sg w tym samym zakresie, co state uzyskane dla Leish4E-
4 i Leish4E-1, co stanowi kolejne potwierdzenie jak bardzo odrebng rodzine stanowig elF4E z
Trypansomatidae.

Badania biologiczne zaprezentowane w pracach H3 i H4 pokazaty ponadto, iz wystepowanie
obu biatek TbEIF4E-5 i TbEIF4E-6 ograniczone jest wytgcznie do cytoplazmy i ich obecnos$¢ wptywa na
mobilno$¢ komérki, a w przypadku TbEIFAE-6 réwniez na przytgczanie wici u wiciowej postaci
pierwotniaka. Oba biatka oddziatywujg z wybranymi homologami TBEIF4AG w wiekszych kompleksach
biatkowych zwigzanych z posttranskrypcyjng regulacja ekspresji genu. TbEIFAE-6 oddziatywuje z
TbEIF4G-5 bedacym w kompleksie z biatkiem nazwanym TBG5-IP posiadajgcym dwie domeny o
przewidywanej strukturze drugorzedowej, ktéra wystepuje u enzymow zwigzanych z biosyntezg kapu
mRNA. Natomiast TbEIFAE-5 oddziatywuje TbEIF4G-1 i TbEIFAG-2 tworzgc kompleksy analogiczne do
komplekséw elF4F.
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Podsumowanie:

Najwazniejszymi osiggnieciami wynikajagcymi z zaprezentowanych badan zamieszczonych w
przedstawionych pracach (H1-H8) jest:

e Przeprowadzenie charakterystyki powinowactwa do korica 5° mRNA biatek z rodziny elF4E z
siedmiu organizméw. Identyfikacja zmian sekwencyjno-strukturalnych majgcych wptyw na
zréznicowanie powinowactwa wsréd biatek z rodziny elF4E do kapu w obrebie danego
organizmu, jak i pomiedzy biatkami elF4E nalezgcych do danejKlasy, a pochodzacych z réznych
organizmdw. Pokazanie, iz zmiany te nie nalezg wytacznie do tzw. ,kanonicznego motywu”
aminokwasow wigzacych kap. Identyfikacja zwigzkéw pomiedzy powinowactwem izoform
elF4E do kapu, a petniong przez nie funkcjg w organizmie.

e Pokazanie, na postawie badan powinowactwa do struktury kapu tryptofanowych mutantéw
elF4E, iz kluczowym tryptofanem dla formowania efektywnego ukfadu tzw. ,kanapkowego
stakingu” wigzgcego kap u elF4E, jest tryptofan odpowiadajgcy Trp102 w ludzkim elF4E-1a.
Natomiast wystepujaca u izoform elF4E z Klasy Il i Ill ewolucyjna zmiana Trp56 na inny
aminokwas nie oznacza bezposredniego wzrostu czy ostabienia wigzania kapu, gdyz na
efektywny udziat aminokwasu aromatycznego w tej pozycji w oddziatywaniu warstwowym
majq réwniez wptyw lokalne zmiany sekwencyjno-strukturalne obecne u danejizoformy elFAE.

e Pokazanie, ze w przypadku biatek elFAE, metoda dichroizmu kotowego w bliskim nadfiolecie
(near-UV CD) jest precyzyjng, szybkg i taniag metodg pozwalajaca na badanie lokalnych zmian
konformacyjnych w roztworze konserwowanych tryptofanéw wynikajacych z ewolucyjnych
zmian sekwencyjno-strukturalnych obecnych uizoform elF4E, jak i zmian powstajacych wyniku
tworzenia przez nie komplekséw z analogami kapu.

6. Omdwienie pozostatych osiggnie¢ naukowo — badawczych

6.1. Omdwienie dziatalnosci badawczej przed i po uzyskaniu stopnia doktora

Moje gtdwne zainteresowania naukowo-badawcze przed i po uzyskaniu stopnia doktora sg scisle
zwigzane z tematykq przedstawiong w zaprezentowanym osiggnieciu naukowym i dotyczg badan nad
mysim i ludzkim kanonicznym czynnikiem elF4E (elF4E-1a). Badania prowadzone s3 w dwdch
aspektach: z jednej strony dotyczg regulacji aktywnosci elF4E-1a w komdrce poprzez fosforylacje oraz
oddziatywanie z biatkami wigzgcymi 4E, z drugiej za$ wptywu modyfikacji chemicznych analogéw kapu,
o potencjalnym zastosowaniu aplikacyjnym, na wigzanie z elF4E. Te dwie pozornie odrebne Sciezki
badan tgczy protoonkogenny charakter elF4E i wytyczone cele terapeutyczne uderzajgce w fosforylacje
elF4E, oddziatywanie z biatkami wigzacymi 4E (4E-BP), oraz hamowanie aktywnosci elFAE przez
modyfikowane analogi kapu, czy szczepionki na bazie mRNA o wydtuzonym czasie zycia w komdrce i
zwiekszonym poziomie translacji [77,78].

Przed uzyskaniem stopnia doktora gtéwng tematyka prowadzonych przez ze mnie badan byto
badanie wptywu fosforylacji seryny 209 u ssaczych elF4E na powinowactwo biatka do analogéw kapu.
Wykorzystujgc, na 6wczesne czasy, nowatorskg technike ligacji biatek za posrednictwem intein (ang.
Intein-mediated Protein Ligation, IPL) [79,80] udato mi sie uzyskaé¢ mysie elFAE selektywnie
fosforylowane na serynie 209 z potgczenia fragmentu biatka elF4E(28-204) i z syntetycznym peptydem
odpowiadajgcemu koncu biatka elFAE (205-217) i zawierajacego fosfoseryne. (M1). Przeprowadzone,
metodg miareczkowania fluorescencyjnego, badania powinowactwa analogéw kapu do
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fosforylowanego elF4E, jak i szeregu mutantéw melF4E-1a, w ktérych seryna 209 zostata zastgpiona
przez aminokwasy posiadajgce tancuch boczny: i) dodatnio natadowany — lizyne, ii) ujemnie
natadowany — kwas glutaminowy oraz iii) neutralny - alanine, pokazaty, iz fosforylacja elFAE powoduje
ostabienie wigzania kapu poprzez elektrostatyczne odpychanie pomiedzy ujemnie natadowang grupa
fosforanowg fosfoseryny a tancuchem fosforanowym kapu (M1, M3, M5). Niezwykle wazng role w
wyjasnieniu mechanizmu ostabienia wigzania odegraty tutaj badania z nietypowymi analogami kapu o
zwiekszonej liczbie, az do szesciu, grup fosforanowych w tancuchu (M3, M5, M13). Uzyskane wyniki
byly sprzeczne z funkcjonujgcg w literaturze hipoteza postawiong na podstawie struktury
krystalograficznej kompleksu elF4E-m’GDP, iz fosforylacja elF4E powinna zwieksza¢ powinowactwo do
kapu w wyniku tworzenia mostku solnego pomiedzy fosfoseryng 209 a lizyng 159 zamykajgcego kap w
szczelinie wigzacej jak klamra (tzw. clamping model). Przeprowadzona w pracy M5 analiza zmian
entalpii swobodnej Gibbsa (AAG®) wyznaczonych z réwnowagowych statych asocjacji dla kompleksow
mutanta melF4E posiadajacego w pozycji 159 alanine zamiast lizyny jak i jego ufosforylowanego
odpowiednika z szeregiem analogdéw kapu, pokazaty, ze obecnosc¢ lizyny 159 ma dodatni wptyw na
wigzanie kapu, niezalezny jednak od obecnosci fosfoseryny, co jednoznacznie wyklucza mozliwos¢
tworzenia mostka solnego. Tworzenie mostka solnego wykluczajg réwniez wyniki kalkulacji stanéw
protonacyjnych wybranych aminokwasdéw elF4E, w tym lizyny 159 i fosfoseryny 209, przeprowadzone
metodg Monte-Carlo w pracy D5.

Po uzyskaniu stopnia doktora méj udziat w badaniach nad regulacjg aktywnosci elFAE dotyczy
gtéwnie oddziatywan z biatkami wigzacymi elFAE (H7, D6, D16, D18). We wspotpracy dr Greco
Hernandezem (obecnie National Institute of Cancer, Meksyk) w pracy D16, dotyczacej roli izoformy
elF4E-3 z muszki owocowej w komodrce podczas spermatogenezy, pokazalismy, ze izoforma ta
oddziatywuje zaréwno z biatkiem elFAG (elF4G-1) jak i jego izoformg elF4G-2, ktdra jest kluczowym
regulatorem inicjacji translacji podczas mejozy spermatocytow. W pracy H7 przeprowadzilismy
natomiast charakterystyke oddziatywan izoform delF4E z 13 aminokwasowym fragmentem
peptydowym biatka delFAG w kompleksach dwu i tréjsktadnikowych z analogiem kapu. Wytgcznie dla
izoformy delF4E-4 zaobserwowaliémy kooperatywnos$¢ w tworzeniu kompleksu delF4G-delF4E-4-kap.
Réwniez dla izoformy delF4E-4 zaobserwowaliSmy najwyzsza statg wigzania peptydu delF4G, co moze
wynika¢, jak pokazuje wymodelowana struktura kompleksu, ze zamiany jednego z zachowanych u
elFAE aminokwasdw wigzgcych kanoniczny motyw wigzania (C-motyw - YXXXXLL) biatek 4E-BP.
Zamiana u delF4E-4 metioniny na kwas glutaminowy powoduje, ze izoforma ta moze tworzyé
dodatkowe wigzania z konserwowanymi lizynami znajdujgcymi sie w C-motywie biatek 4E-BP.

W tym temacie wspotpracuje réwniez z grupg profesora Ryszarda Stolarskiego, a w
szczegblnosci z dr Anng Modrak, nad badaniami mechanizmu oddziatywania ludzkiego elF4E-1a z
jednym z biatek wigzgcych 4E - biatkiem 4E-BP1. W pracy D18 pokazaliémy, ze ludzkie biatko 4E-BP1
wyraznie preferuje wigzanie sie do elF4E bedacego w kompleksie z mRNA, a z drugiej strony jego
zwigzanie utatwia dysocjacje elF4E od kapu.

Pod koniec swoich studiéw doktoranckich rozpoczetam intensywng wspétprace z chemiczng
czescig Zespotu prof. dr hab. Edwarda Darzynkiewicza. Po uzyskaniu stopnia doktora kontynuowatam
ja juz we Scistej wspotpracy z dr hab. Jackiem Jemielity i dr Joanng Kowalskg w projektach dotyczacych
chemicznej modyfikacji analogéw kapu, ktére beda charakteryzowaty sie niezwykia uzytecznoscig w
badaniu proceséw metabolizmu mRNA oraz znajdg zastosowanie aplikacyjne w metodach biologii
molekularnej i biotechnologii czy badaniach strukturalnych oraz mogg mieé¢ w przysztosci istotne
znaczenie medyczne, w szczegdlnosci w terapii nowotwordéw, w ktérych obserwuje sie nadekspresje
biatka elF4E [77,81,82]. Wkiad do tych projektéw z mojej strony obejmuje przede wszystkim
wyznaczenie statych asocjacji dla komplekséw mysiego elF4E-1a z nowo syntetyzowanymi analogami
kapu metoda miareczkowania fluorescencyjnego, analizie wptywu wprowadzonych modyfikacji
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struktury kapu na mechanizm oddziatywania biatko-kap na poziomie molekularnym i prébie
powigzania zidentyfikowanych zmian z obserwowanymi biologicznymi  witasciwosciami
modyfikowanych analogéw.

Pierwszg grupa badanych przeze mnie zwigzkéw byty dinukleotydowe analogi kapu, z rézng
iloscig grup fosforanowych, posiadajgce modyfikacje w pierécieniu rybozy 7- metyloguanozyny w
pozycji C2" i C3’ nazwane Anti-Reverse Cap Analogs — ARCA (M2, M13, D1, D28). Wprowadzenie grupy
metylowej w jednej z wymienionych pozycji lub usuniecie grupy hydroksylowej zapewniajg 100%
wprowadzenie analogu kapu do taricucha mRNA syntetyzowanego w procesie transkrypcji in vitro we
wiasciwej orientacji, podczas gdy niemodyfikowany analog kapu - m’GpppG wbudowywany jest do
mRNA w okoto 30 % w odwrotnej orientacji - Gpppm’G-mRNA ([83,84], M2). Przeprowadzone w pracy
M2 badania pokazaty, ze modyfikacje rybozy nie wptywajg na powinowactwo elF4E do analogéw kapu,
za$ wydtuzenie tancucha fosforanowego znaczaco zwieksza ich powinowactwo do czynnika 4E, co
rowniez przektada sie na efektywniejszg inhibicje translacji in vitro przez analogi tetra- i pento-
fosforanowe w poréwnaniu z m’GpppG. mRNA kappowane analogami typu ARCA ulega 2-krotnie
efektywniejszej translacji. Jednakze w przypadku translacji in vitro nie zaobserwowano pozytywnego
wptywu wydtuzania taincucha fosforanowego kapu na wzrost efektywnosci prawdopodobnie ze
wzgledu na to, iz biatko elFAE oddziatywuje tutaj rdwniez z dalszym taricuchem mRNA i z innymi
czynnikami translacyjnymi, a nie tylko samg z strukturg kapu. Wybrane zwigzki typu ARCA znalazly
komercyjne zastosowanie w systemach transkrypcji in vitro z zastosowaniem polimeraz fagowych.

Kolejng grupe badanych zwigzkéw stanowig mono- i dinukleotydowe analogi kapu z
modyfikacjami w obrebie taficucha fosforanowego obejmujacg trzy podgrupy analogéw. Pierwsza
podgrupe stanowig analogi, w ktérych mostkowy atom tlenu zostat zastgpiony grupg -CH, (D9, D22,
D29, D36), badz -NH (D12, D33), -CCl; lub -CF, (D25). Drugg podgrupe stanowig analogi, w ktérych
niemostkowy atom tlenu zostat zastgpiony przez atom siarki (S), selenu (Se) czy grupe boranowg (BHs)
(D3, D4, D7, D8, D10, D11, D20, D22, D23, D27, D30, D34, D35, D37, D38). Trzecig podgrupe stanowig
analogi posiadajace oba typy modyfikacji jednoczesnie (D23). Celem wprowadzonych modyfikacji byto
uzyskanie analogéw kapu o zwiekszonym powinowactwie do elF4E, opornych na degradacje przez
enzymy dekapujgce m.in. DcpS czy Dcpl/Dcp2 [9,85]. Analogi kapu o wysokim powinowactwie do
elFAE oraz oporne na hydrolize przez pyrofosfoatazy, (w tym enzym DcpS) mogtyby by¢ potencjalnie
dobrymi inhibitorami translacji w komdérkach nowotworéw, u ktérych wystepuje nadekspresja biatka
elF4E [81,82,86]. Natomiast analogi kapu oporne na dziatanie enzymu Dcp1/Dcp2 po w budowaniu do
mMRNA mogtyby wydtuza¢ jego czas zycia w komdrce i stuzy¢ do projektowania terapeutycznych mRNA
[87,88].

Z szeregu zaprojektowanych i przebadanych przez nas zwigzkdéw posiadajgcych podstawienie
tlenu mostkowego w taricuchu fosforanowym kapu, najbardziej obiecujaca grupg zwigzkéw wydajg sie
by¢ analogi z modyfikacja -CCl, (D25). W poréwnaniu do analogow z modyfikacja
metylenobisfosfonianowg (-CH.), ktore charakteryzujg sie znaczgco nizszym powinowactwem do elFAE
w poréwnaniu do standardowych analogéw kapu (D9, D22, D29, D36), czy analogami posiadajgcymi
reszte imidofosforanowg (-NH), ktéra nie powoduje znaczacej zmiany w wigzaniu sie analogu do elFAE
(D12, D33), analogi zawierajgce modyfikacje dihalogenometylenobisfosfonianowg charakteryzuja sie
zwiekszonym powinowactwem do elF4E. Przeprowadzone w pracy (D25) badania sugeruja, ze jedng z
przyczyn moze by¢ wysoka elektroujemnos¢ atomoéw chloru i fluoru, co powoduje zwiekszenie efektu
elektrostatycznego oddziatywania pomiedzy fancuchem fosforanowym kapu a dodatnio
natadowanymi resztami lizyn i arginin elFAE. Uzyskane w pracy (D25) struktury komplekséw elF4E z
m’GppppG i m,"?°GppCl,ppG pokazaty réwniez znaczaco rézng konformacje tetrafosfaronowego
tancucha u m,”?°GppClhppG. B-fosforan m,”*°GppClLppG skierowany jest na zewnatrz szczeliny
wigzacej kap i tworzy kontakty z Lys159, a nie z Lys162, jak ma to miejsce w kompleksie z m’GppppG.
Pokazaliémy réwniez, ze badane analogi -CCl, sg efektywniejszymi inhibitorami translacji, ulegajg
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bardzo stabej hydrolizie przez ludzki enzym DspS, jak réwniez wprowadzenie ich do transkryptu mRNA
wydtuza jego czas zycia w komdrce poprzez zwiekszenie opornosci na hydrolize przez kompleks
enzymatyczny Dcp1/Dcp2. Rowniez dla transkryptéw mRNA kapowanych modyfikowanymi analogami
— CCl, typu ARCA zauwazyliémy znaczace zwiekszenie efektywnosci translacji zaréwno in vitro w lizacie
z retykulocytéw krélika (RRL) jak i réwniez in vivo w komérkach Hela. Pomimo, stabszego wigzania sie
analogéw metylenobisfosfonianowych do elF4E, wynikajacej najprawdopodobniej z podniesienie
wartosci pK, sgsiadujgcej z grupa CH; grupy fosforanowej i niemozliwoscig utworzenia przez nig wigzan
wodorowych (D25), analogi te, jak i analogi z modyfikacja imidofosforanowa, znalazty ogromne
zastosowanie w badaniach nad $ciezkami degradacji mRNA, ze wzgledu na ich opornos¢ na hydrolize
przez enzymy dekapujgce [89-92].

Przeprowadzone badania nad drugg podgrupg zwigzkéw, analogami tio-, borano- i
selenofosforanowymi pokazaty, iz sg to zwigzki o ogromnym potencjale aplikacyjnym m.in. w terapii
nowotworowej czy w otrzymywaniu stabilnych mRNA do zastosowan terapii genowej (patenty: P1, P2,
95-97). Wystepujace u tych zwigzkéw podstawienie niemostkowego atomu tlenu heteroatomem
tworzy centrum stereogeniczne i powyzsze zwigzki otrzymuje sie postaci diastereoizomeréw
(m.in. D3). Powinowactwo tych zwigzkéw do elF4E, niezaleznie od miejsca wprowadzonej modyfikacji,
jest poréwnywalne, a w przypadku niektérych analogdw nawet kilkukrotnie wyzsze, niz analogéw
niemodyfikowanych. Co ciekawe dla modyfikacji pozycjach B i v zaobserwowano znaczace réznice,
nawet trzykrotne, w powinowactwie diastereoizomeréw do elF4E. Jest to najprawdopodobniej
zwigzane orientacjg modyfikowanej grupy fosforanowej i mozliwoscig tworzenia przez nig wigzan
wodorowych w resztami bocznymi aminokwaséw w szczelinie wigzacej kap elFAE (D4, D7, D8, D10,
D20). Analogi tio- i boranofosforanowe charakteryzujg sie natomiast odmienng podatnoscig na
dziatanie enzymu DcpS. W przypadku tiofosforanéw oba diasteroisomery y-S sg oporne na dziatanie
enzymu DcpS (D4, D7, D20), natomiast w przypadku boranofosforanéw, otrzymane wyniki byty
zaskakujace (D20). Z analogéw y-BH3, po ktdérych sie spodziewano, ze bedg oporne na hydrolize przez
DcpS, hydrolizie nie ulega tylko izomer S,, natomiast wysokg opornosc¢ (80-90 %) na hydrolize wykazujg
oba diastereoizomery [3-BHs. Niehydrolizowalne analogi boranofosforanowe maja jednak okoto 2-,3-
krotnie nizsze powinowactwo do DcpS w poréwnaniu z analogami y-S. Réwniez nie wszystkie
modyfikowane analogi w pozycji B typu ARCA po w budowaniu do mRNA wydtuzajg jego czas zycia w
komérce spowalniajac jego rozktad w kierunku 5’-3’. Na wydtuzanie czasu zycia mRNA z przytagczonym
modyfikowanym kapem wptywajg miedzy innymi: efektywnos$¢ wiaczania danego analogu do kapu,
powinowactwo do elF4E, oraz podatno$¢ na hydrolize przez kompleks enzymatyczny Dcpl/Dcp2.
Obiecujgcymi analogami, ktére wykazujg bardzo stabg (10-20%) podatnos$é na hydrolize przez
Dcp1/Dcp2 okazaly sie tutaj analogi: m,”*°GppspG—D2, m,”?°GppspsG—D4, m,”?°GppspspG-D1D2,
m,"?9GpperspG —D2, m’Gpperspm’G. Jednak w pracach nad zastosowaniem mRNA w terapii genowej
obiecujgce wydajg sie by¢ analogi m."?°GppspG-D1 i m,”*°GppenspG —D1 ([93], D20). mRNA
zakonczone tymi analogami wprowadzone do ludzkich niedojrzatych komérek dendrytycznych (hiDC)
wykazujg wiekszg stabilnos¢ i ulegajg efektywniejszej translacji. W przypadku transkryptéw mRNA
zakoczonych m,”?°GppspG-D1, przeprowadzone badania w laboratorium prof. Sahina z
Uniwersytetu Jana Gutenberga, wykazaty wyrazng stymulacje syntezy biatka antygenu w komérkach
niedojrzatych DC przez te transkrypty, po wstrzyknieciu ich do weztéw chtonnych myszy. Stymulacja
syntezy biatka antygenu powoduje natomiast zwiekszenie produkcji specyficznych wobec antygenu
limfocytéw T aktywujac uktad immunologiczny u myszy [93]. Prace nad szczepionkami
antynowotworowymi opartymi na bazie tych mRNA s3 daleko zaawansowane [98].
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Pobocznym aspektem moich badan biofizycznych nad biatkami z rodziny elF4AE stat sie problem,
czy wybdr metody ekspresji i izolacji zastosowany przez ze mnie w przypadku tych biatek nie wptywa
na ich aktywnos¢. Pierwsza metoda ekspres;ji i izolacji elF4E z komorek E. coli zostata opracowana przez
Edery i wsp. w roku 1988 [94] i polegata na oczyszczaniu elF4E z frakcji rozpuszczalnej wykorzystujac
do oczyszczania chromatografie powinowactwa ze ztozem m’GDP-Sepharose. W dalszych latach
metoda ta byta modyfikowana. Ze wzgledu jednak na tendencje elFAE do agregacji podczas ekspresji
w komorkach E. colii zamykania biatka w cytoplazmatycznych granulach zwanych ciatkami inkluzyjnymi
w roku 1997 Marcotrigiano i wsp. [11] opracowali metode izolacji mysiego elF4E z ciatek inkluzyjnych
poprzez zastosowanie czynnika denaturujacego, jakim jest chlorowodorek guanidyny, a nastepnie
ponowne zwiniecie elF4E do formy natywne]j poprzez usuniecie czynnika denaturujgcego w procesie
dializy. Te ostatnia metode z rozwinetam i dostosowatam do otrzymywanych przeze mnie
wtasnorecznie rekombinowanych izoform elF4E z réznych organizmdéw badanych w prezentowanych
pracach. Owocem moich watpliwosci, co do prawidtowego zwijania biatek elF4E in vitro, jest poboczna
praca (publikacja w przygotowaniu), w ktorej poréwnatam wiasciwosci ludzkiego elF4E-la i
drozdzowego elFAE, w tym przede wszystkim ich powinowactwa do kapu. Biatka otrzymywatam trzema
réznymi procedurami nadekspresji w komérkach E. colii oczyszczajac je z frakcji rozpuszczalnej na ztozu
powinowactwa: m’GDP-Sepharose oraz na ztozu niklowym (chromatografia metalopowinowactwa),
stosujgc w tym drugim przypadku biatka elF4AE z dotgczong etykietka polyhistydynowg na N — lub C-
koncu biatka, jak i standardowo stosowang przez ze mnie metoda izolacji z ciatek inkluzyjnych. Juz na
samym wstepie analiza mas uzyskanych biatek elFAE poprzez zastosowanie filtracji zelowej pokazafta,
ze dofaczenie do elFAE etykietki powinowactwa na C-koricu biatka wywotuje jego szybka i silng
agregacje, w przeciwienstwie do pozostatych biatek, dla ktérych obserwowano wytgcznie monomery.
Wczesniejsze badania biofizyczne (M7), jak i badania strukturalne [19] oraz przeprowadzone w pracach
H6 i H7 przewidywanie struktur izoform elFAE poprzez modelowanie homologiczne pokazaty istotne
znaczenie C-konca elF4E dla oddziatywania z koncem 5'mRNA, jak i rédwniez dla formowania
prawidtowej struktury elF4E. Obserwowana agregacja elF4E, po dotgczeniu do C-korica biatka szesciu
histydyn, jest kolejnym potwierdzeniem jak wazng role strukturalng i funkcjonalng odgrywa C-koniec
biatka oraz, ze wybor etykietki jak i miejsca jej dotgczenia moze wptyngé na wtasnosci biatka.

Przeprowadzone badania oddziatywania otrzymanych w rézny sposéb pozostatych elF4E z
szeregiem analogéw kapu metoda miareczkowania fluorescencyjnego pokazaty, ze elFAE uzyskane z
frakcji rozpuszczalnej jak i z ciatek inkluzyjnych, poprzez ponowne zwiniecie biatka in vitro, wykazujg ta
samg specyficznos¢ wobec badanych analogdéw kapu. Analiza z pomiaréw fluorescencyjnych frakcji
biatka aktywnego pokazuje, iz w przypadku powszechnie stosowanej w pracach metody oczyszczania
na m’GTP-Sepharose aktywne jest okoto 30-40 % biatka, podczas gdy we frakcji biatka izolowanej z
ciatek inkluzyjnych, czy oczyszczanej za pomoca chromatografii metalopowinowactwa aktywne jest od
70 do 90 % biatka. Przeprowadzona, za pomocg spektroskopii CD w zakresie bliskiego i dalekiego
nadfioletu, w analiza potencjalnych zmian w strukturze Il i lll rzedowej biatek moggca powstac z
réznego sposobu uzyskiwania biatek nie wykazata obecnosci takich zmian.

Podsumowujac uzyskane wyniki pokazujg, ze poprzez izolacje elFAE z ciatek inkluzyjnych i jego
ponowne zwiniecie do formy natywnej in vitro, uzyskujemy w petni funkcjonalne biatka elF4E, oraz ze
sposdb izolacji nie moze by¢ przyczyng réznic w specyficznosci do korica 5 mRNA obserwowanych we
wszystkich prezentowanych przeze mnie pracach.
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7. Dziatalnos¢ na rzecz rozwijania nowej infrastruktury naukowo-badawczej w Zaktadzie
Biofizyki oraz nowe inicjatywy w procesie dydaktycznym

Przedstawiona przez ze mnie catfa dziatalno$¢ naukowo-badawcza przed i po uzyskaniu stopnia doktora
nie bytaby mozliwa bez ogromnego wkfadu pracy, ktéry wiozytam i wktadam w utworzenie i rozwijanie
zainicjowanego przez prof. Edwarda Darzynkiewicza, ”Laboratorium Ekspresji Genu” w Zaktadzie
Biofizyki Wydziatu Fizyki UW, w ktérym uzyskatam wiekszos$¢ z badanych przeze mnie biatek. Obecny
stan laboratorium pozwala Nam na uzyskiwanie réznego typu obiektoéw biologicznych (w tym
rekombinowanych biatek, czasteczek RNA, DNA) do badan biofizycznych przy zastosowaniu szerokiej
gamy metod biologii molekularnej, jak i na przeprowadzanie prostych eksperymentéw biochemicznych
i biologicznych in vitro.

Moje zaangazowanie w tworzenie ,Laboratorium Ekspresji Genu” rozpoczeto sie zaraz po
rozpoczeciu studidow doktoranckich na Wydziale Fizyki UW realizowanych pod opiekg prof.
Darzynkiewicza w Zakfadzie Biofizyki, tworzac jego infrastrukture, baze aparaturowag jak i
metodologiczng. Dzieki uprzejmosci profesora dr hab. Michata Dadleza i dr Aleksandry Wystouch-
Cieszynskiej z Instytutu Biochemii i Biofizyki PAN, przez dwa pierwsze lata studiéw doktoranckich,
miatam mozliwo$¢é pracy oraz nauki podstawowych technik biologii molekularnej w kierowanych przez
nich laboratoriach, co dla mnie jako fizyka z wyksztatcenia byto ogromnym wyzwaniem. Cate zdobyte
w IBB i rozwijane nastepnie na specjalistycznych kursach doswiadczenie zaréwno w metodach biologii
molekularnej jak i organizacji i funkcjonowania tego typu laboratoriéw przeniostam do Zaktadu
Biofizyki stajac sie jednocze$nie pracownikiem naukowym, dydaktycznym, jak i technicznym
Laboratorium Ekspresji Genu.

Organizacja Laboratorium jak i zdobyte doswiadczenie w zakresie metod biologii molekularnej
pozwolito mi na rozszerzenie zakresu éwiczen prowadzonej w Zaktadzie Biofizyki ,Pracowni z
Biochemii” jak i na utworzenie autorskiej ,,Pracowni Genetyki Molekularnej” dla studentéw Wydziatu
Fizyki na specjalnosci ,Biofizyka” odbywajgcej sie dotychczas goscinie w Instytucie Biochemii i Biofizyki
PAN. Uczestniczytam réwniez aktywnie w tworzeniu biologicznej czesci programéw nowego kierunku
studidw | stopnia ,Zastosowania Fizyki w Biologii i Medycynie” dla specjalnosci ,Biofizyka
Molekularna” oraz ,,Projektowanie Molekularne i Bioinformatyka” na Wydziale Fizyki. W ramach tego
kierunku studiéw wspéttworzytam infrastrukture ,,Pracowni Biologii Molekularnej” i przygotowatam
autorskie programy, skrypty dla studentéw oraz wszystkie niezbedne materiaty biologiczne na zajecia:
»Praktikum z Mikrobiologii Ogdlnej i Genetyki Bakterii” oraz ,Pracownia Biologii Molekularnej”. W
ramach kierunku ZFBM przygotowatam i prowadzitam autorski wyktad ,, Biologia Molekularna cz Il”
prezentujacy studentom nowoczesne techniki biologii molekularnej.

Podczas swojej pracy na Wydziale Fizyki prowadzitam pie¢ prac licencjackich (2009, 2012, 2013,
2015) oraz trzy prace magisterskie (2007, 2009, 2015). Praca mgr Doroty Kubackiej pt.” Oddziatywania
warstwowe w mechanizmie rozpoznawania struktury kapu konca 5 mRNA przez izoformy ludzkiego
biatka elF4E” uzyskata nagrode | stopnia im. Arkadiusza Piekary za prace magisterskg w roku 2007
przyznawang przez Polskiego Towarzystwo Fizyczne. Sprawowatam réwniez nieformalng bezposrednia
opieke nad pracami doktorskimi wykonywanymi na Wydziale Fizyki UW, czego owocem s3 prace H5 i
H6. Obecnie sprawuje rowniez bezposrednig opieke nad doktorantem bedgacym na lll-roku studidw
doktoranckich.

W latach 2006 i 2007 zorganizowatam i przeprowadzitam tygodniowe warsztaty pt.:
,Podstawy Mikrobiologii i Biologii Molekularnej” dla studentéw Il roku studiéw I-stopnia kierunku
Fizyka, a w latach 2006, 2007, 2011 i 2012 prowadzitam dla studentéw staze wakacyjne.
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