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Tytut pracy: ,Charakterystyka funkcjonalna biatek z rodziny striatyn”

Mikrotubule stanowig wysoce dynamiczny element cytoszkieletu komdrkowego i petnig
kluczowe funkcje w biologii komaérki. Dynamika mikrotubul regulowana jest poprzez biatka
oddziatujgce z mikrotubulami (MAP; microtubule associated proteins). Biatka MAP s3
fosfoproteinami, ktorych aktywnos¢ biologiczna regulowana jest za pomocg enzymoéw
wewnatrzkomdrkowych: kinaz i fosfataz.

Striatyna (i pozostate biatka z niewielkiej rodziny striatyn: SG2NA oraz zinedina) stanowi
jedng z wielu mozliwych w komérce, podjednostek regulatorowych kompleksu fosfatazy
serynowo-treoninowej 2A (PP2A). Celem badain w ramach rozprawy doktorskiej mgr
Kazmierczak-Baranskiej byto: (i) wyjasnienie czy striatyna bierze udziat w regulacji funkcji
cytoszkieletu komérkowego oraz (ii) préba wyjasnienia mechanizmu tej regulacji. Podjete
badania majg swoje zrédto w obserwacji, iz striatyna kolokalizuje sie z mikrotubulami w
komdrkach CHO (Chinese hamster ovary) i w ptytkach krwi. Obserwacja ta stata sie podstawa
do badan realizowanych w ramach projektu NCN, pt.: ,Wptyw striatyny na organizacje
mikrotubul w komodrkach eukariotycznych” oraz projektu stuzgcego rozwojowi mtodych
naukowcéw, w tym uczestnikdow studidéw doktoranckich, w Centrum Badan Molekularnych i
Makromolekularnych PAN, pt: ,Analiza oddziatywania striatyny z mikrotubulami oraz z
biatkami towarzyszgcymi mikrotubulom w komérkach 293T7”.

W pierwszym etapie badan sprawdzono czy striatyna oddziatuje z nastepujgcymi biatkami:
podjednostkg katalityczng fosfatazy PP2A, tubuling i biatkami MAP (MAP2 i tau). W tym celu
wykorzystano przeciwciata specyficznie rozpoznajace badane biatka. Uzyskane wyniki
potwierdzity oddziatywanie striatyny z PP2A, wykazano oddziatywanie striatyny z biatkiem
MAP2 oraz stwierdzono brak oddziatywania z biatkiem tau. Uzyskane wyniki nie pozwolity na
jednoznaczne potwierdzenie bezposredniego oddziatywania striatyny z tubulina.
Oddziatywanie to moze mieé charakter posredni, w ktérym uczestniczg biatka MAP2, poprzez
ktdre striatyna moze wptywac na dynamike mikrotubul.

Kolejny etap badan polegat na zbadaniu w jaki sposéb reagujg komodrki na obnizenie
ekspresji striatyny. Badania te wykonano na modelowej linii komdrek 293T. Za pomoca
odpowiednio wyselekcjonowanych narzedzi jakimi sg czgsteczki siRNA, przeprowadzono
serie eksperymentéw, w ktdrych efektywnie obnizono endogenng ekspresje striatyny.
Nastepnie sprawdzono za pomocg specyficznych przeciwciat poziom ufosforylowania biatka
MAP2. Wykazano, ze wyciszenie striatyny prowadzi do hiperfosforylacji MAP2. Nastepnie



stwierdzono, Ze obnizenie ekspresji genu striatyny w komodrkach 293T spowodowato
obnizenie ilosci mikrotubul we frakcji cytoszkieletowej.

W zwigzku ze stwierdzonym wptywem striatyny na organizacje mikrotubul, oceniono takze
tempo proliferacji komdrek z obnizong ekspresja genu striatyny i zaobserwowano
zahamowanie wzrostu w poréwnaniu z komdrkami kontrolnymi. Zmierzono takze aktywnosé
kaspaz proapoptotycznych w komadrkach 293T z wyciszonym genem striatyny. Wyciszenie
striatyny spowodowato obnizenie aktywnosci kaspazy 3i 7.

W kolejnych badaniach sprawdzono jaki wptyw na cykl komérkowy ma wyciszenie striatyny.
Zaobserwowano, ze obnizenie ekspresji genu striatyny w 293T prowadzi do akumulacji
komorek w fazie GO/G1 i zmniejszenia ilosci komdrek w fazie S.

W ostatnim etapie zbadano czy wyciszenie wszystkich trzech gendéw biatek z rodziny striatyn
spowoduje dodatkowe obnizenie tempa proliferacji komorek 293T oraz silniejszy wptyw na
cykl komérkowy w poréwnaniu do wyciszenia jednego genu - striatyny. Zaréwno analiza
tempa proliferacji jak i poziomu aktywnosci kaspaz 3 i 7 nie wykazata pogtebienia efektéw
obserwowanych dla wyciszenia striatyny. Natomiast analiza cyklu komérkowego wykazata,
ze obnizenie ekspresji wszystkich trzech gendéw z rodziny striatyn powoduje wieksze zmiany
w rozktadzie komorek w poszczegdlnych fazach cyklu w poréwnaniu do efektu wywotanego
przez wyciszenie genu striatyny. Zaobserwowano zwiekszenie populacji komoérek w fazie
G0/G1, kosztem liczebnosci komdrek w fazie S w poréwnaniu do komérek kontrolnych.

Podsumowujgc striatyna stanowigca komponent regulatorowy holoenzymu PP2A,
oddziatywuje z biatkami MAP2, uczestniczy w procesie defosforylacji biatek MAP2 oraz za
posrednictwem tych procesdow moze wptywac na stabilnos¢ mikrotubul.



