20/0 6/ 2085

Wplyw rybosomu na uwalnianie i zwijanie bialek
Streszczenie

Biatka sa syntetyzowane przez wielkoczasteczkowe maszyny zwane rybosomami, ktére
znajduja si¢ w komorkach wszystkich gatunkow, od bakterii po ludzi. Wykonuja one rézne zadania
niezbedne do podtrzymania Zycia, ale aby petnié swoje funkcje, wiele biatek musi najpierw samo
przybraé specyficzna strukture znang jako stan natywny, a proces osiggania go nazywany jest
zwijaniem bialek. Zwijanie izolowanych bialek jest badane od ponad pd&t wieku, jednak w
komorkach biatka sg thumaczone przez rybosom na podstawie informacji zawartych w sekwencji
mRNA i po syntezie wychodzg przez tunel wyjsciowy do cytozolu. Biatka mogg uzyska¢ strukture
trzeciorzedowsa na dowolnym etapie: podczas ich biosyntezy, gdy sa uwalniane przez tunel
wyjSciowy rybosomu lub potranslacyjnie - po ich uwolnieniu z rybosomu. Rdzne badania
obliczeniowe i eksperymentalne wykazaly, ze biatka moga zaczac si¢ zwijaé, gdy sg nadal
syntetyzowane przez rybosom. W zjawisku tym, znanym jako kotranslacyjne zwijanie,
posredniczg ograniczenia przestrzenne rybosomalnego tunelu wyjsciowego, a takze
oddziatywania migdzy powstajacym lancuchem a powierzchnig rybosomu. Czynniki te moga
potencjalnie wplywacé na kinetyke i Sciezki zwijania biatek, dlatego tez tak wazne jest zrozumienie
zachowania bialek na wczesnych etapach ich istnienia.

Praca doktorska zawiera trzy projekty obliczeniowe opisujace zwijanie bialek w
rybosomie. Opis rybosomu i procesu zwijania bialek w rybosomie jest podsumowany w rozdziale
1., z kolei rozdziat 2. opisuje metody obliczeniowe, skupiajgc si¢ na modelowaniu molekularnym
i analizach uzywanych w badaniach przedstawionych w tej dysertacji. W rozdziale 3. opisano
proces uwalniania powstajacego biatka z tunelu wyjsciowego rybosomu. Ten proces nie byl
wczesniej badany, poniewaz uwazano, ze jest szybki, wykazuje jedynie niewielkie zmiany miedzy
biatkami i nie ma znaczenia biologicznego. Wykorzystujagc kombinacj¢ modelowania
wieloskalowego i analizy profilowania rybosomow, znalezliSmy ponad 1000-krotng réznice w
czasach uwalniania biatek z rybosomu. Powstajagce biatka wzbogacone w reszty o tadunku
uyjemnym w poblizu ich C-kofica s3 uwalniane najszybciej, podczas gdy bialka wzbogacone w
reszty o ladunku dodatnim maja tendencje do znacznie wolniejszego uwalniania z rybosomu.
Pelnoatomowe symulacje sterowanej dynamiki molekularnej wykazaly, ze wymagane jest
wlozenie wyzszej pracy, aby wyciagna¢ biatka powoli uwalniane z tunelu wyjsciowego niz te
uwalniane szybko. Natomiast dekompozycja cztonéw energii ujawnita, ze powolne uwalnianie
spowodowane jest silnymi przyciagajacymi oddziatywaniami elektrostatycznymi pomiedzy
powstajacym tancuchem a ujemnie natadowanym kanatem rybosomu z zwigzanym RNA, podczas
gdy szybkie uwalnianie bialek spowodowane jest ich odpychajgcymi oddzialywaniami
elektrostatycznymi z tunelem wyjsciowym. Dane z profilowania rybosomdéw z Escherichia coli
pokazuja, ze obecno$é sekwencji bialek, ktére sg uwalniane powoli koreluje z dtuzszym czasem
spedzanym przez rybosomy na kodonach stop, co wskazuje, ze proces uwalniania moze opdzniaé
recykling rybosomu.




Rozdzial 4. przedstawia wyniki symulacji petnoatomowych dotyczacych oddzialywan
hydrofobowych w przypadku obecnosci rybosomu oraz jego braku (w roztworze). Badania
wykazaly, ze oddzialywania miedzy rybosomem a powstajacym biatkiem w przedsionku tunelu
wyjsciowego rybosomu (ostatnie 3 nm tunelu wyjsciowego, gdzie moze nastapi¢ zwijanie struktur
trzeciorzedowych) moga destabilizowaé¢ powstajace domeny. Za pomoca obliczeri potencjatu
$redniej sity pomiedzy dwoma czastkami metanu wzdluz linii $rodkowej tunelu wyjsciowego
rybosomu i w roztworze prawdzili$my, czy do tej destabilizacji przyczynia si¢ ostabienie asocjacji
hydrofobowej, ktdra jest sitg napgdowa zwijania biatek. Wyniki wskazuja, ze zwigzane czasteczki
metanu sg dwa razy mniej stabilne w przedsionku rybosomu w poréwnaniu z warunkami w
roztworze, co dowodzi, ze efekt hydrofobowy jest ostabiony przez obecnos¢ rybosomu.
Dodatkowo stwierdzilismy, ze oslabienie efektu hydrofobowego wynika z wigkszego
uporzagdkowania czgsteczek wody w obecno$ci rybosomu. Te odkrycia oznaczajg, ze powstajace
biatka przechodzg przez srodowisko przedsionka rybosomu, ktére moze destabilizowaé zwijajgce
si¢ struktury, a to z kolei moze potencjalnie wplywaé na $ciezki zwijania bialek kotranslacyjnych,
a takze na ich energetyke i kinetyke.

W Rozdziale 5. opisano i pordwnano wplyw syntezy biatek i zwijania posttranslacyjnego
na efektywno$¢ zwijania ze stanéw zdenaturowanych w stosunku do zwijania w roztworze.
Gruboziarniste symulacje dynamiki molekularnej zostaly uzyte do pordéwnania, jak reduktaza
dihydrofolianowa (DHFR), acetylotransferaza chloramfenikolowa typu III (CAT-III) i ligasa B D-
alaniny—D-alaniny zwijaja si¢ podczas i po syntezie na rybosomie, w poréwnaniu do zwijania ze
stanu rozwinigtego w roztworze. Wyniki wskazuja, ze wplyw rybosomow na efektywnos¢
Zwijania bialek zalezy od ich wielko$ci i zlozonosci. Dla malych, prostych struktur(DHFR),
rybosom ulatwia efektywne zwijanie, zapobiegajagc nieprawidlowemu zwijaniu, jednak dla
wigkszych, bardziej ziozonych biatek (CAT-III i DDLB), rybosom moze nie sprzyja¢ zwijaniu i
moze przyczynia¢ sie do powstawania nieprawidlowo zwinigtych struktur podczas translacji.
Dodatkowo stwierdzono, ze efektywno$¢ zwijania koreluje z zaplataniem obecnym w strukturze
natywne;j.

Rozdzial 6. podsumowuje wnioski z mojej pracy i kierunki przysztych badan.
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