Rola fosfatazy CacyBP/SIP w regulacji funkcji biatka NPM1 w jadrze komérkowym

Cel badan / hipoteza:

Biatka to gtéwne sktadniki komérek odpowiedzialne za prawidtowy przebieg wszystkich proceséw biologicznych. Swoje funkcje
w komorce petnig zazwyczaj dzieki wzajemnym oddziatywaniom i formowaniu bardziej ztozonych komplekséw. Co wiecej,
biatka poddawane sg r6znym modyfikacjom chemicznym, ktére wptywajg na zmiane ich aktywnosci biologicznej, lokalizacje
oraz inne wazne parametry. Biatko NPM1 (zwane réwniez nukleofosming lub B23) zaangazowane jest w szerokie spektrum
proceséw komdrkowych, zwtaszcza tych zachodzacych w jaderku, bardziej wyspecjalizowanej czesci jadra komoérkowego, gdzie
petni ono role w biogenezie rybosoméw, a takze w procesach wzrostu i proliferacji komérek. Aktywno$¢ NPM1 zalezy od tego,
czy jest ono ufosforylowane, tzn. czy ma kowalencyjnie przytaczong grupe fosforanowa. Za przebieg fosforylacji odpowiadajg
biatka enzymatyczne zwane kinazami. Ufosforylowane NPM1 jest aktywne i moze przemieszczaé sie z cytoplazmy do jadra i
odwrotnie. Jak dotad, zidentyfikowano kilka kinaz odpowiedzialnych za fosforylacje / aktywacje biatka NPM1. Niewiele jednak
wiadomo na temat enzymow, zwanych fosfatazami, odpowiedzialnych za defosforylacje /dezaktywacje NPM1. Celem niniejszego
projektu jest wykazanie, czy biatko odkryte w naszym laboratorium, zwane CacyBP/SIP moze regulowa¢ funkcje NPM1 w jadrze
komdrkowym. W ostatnim czasie pokazalismy, ze CacyBP/SIP jest nowg fosfataza, co oznacza, ze defosforyluje inne biatka, a
zatem moze tez defosforylowa¢ NPM1. Co wiecej, zardwno CacyBP/SIP, jak i NPM1 sg zlokalizowane w jadrze komorkowym.
Pokazano tez, ze biatka te wplywajg na proliferacje komorek oraz, ze poziom obydwu biatek jest znacznie podwyzszony w
komdrkach nowotworowych. Przyspieszona proliferacja komoérek nowotworowych jest ich nieodtaczng cecha, co sprawia, ze
rozprzestrzeniaja sie one po catym organizmie tworzac przerzuty. Biorac pod uwage te wszystkie fakty, zaktadamy, iz badanie roli
oddziatywania pomiedzy CacyBP/SIP i NPM1 oraz zaangazowanie CacyBP/SIP w regulacje aktywnosci NPM1 jest
interesujagcym obiektem badan. Zatem, w celu udowodnienia hipotezy, ze CacyBP/SIP moze wptywac na aktywno$é NPM1 i jego
funkcje w jadrze komoérkowym, planujemy odpowiedzieé na 3 gtéwne pytania:

1. Czy CacyBP/SIP i NPM1 moga wigzac sie bezposrednio?

2. Czy CacyBP/SIP, zidentyfikowane wczesniej jako fosfataza dla kinazy ERK1/2 defosforyluje NPM1?

3. Czy CacyBP/SIP wptywa na zmiang lokalizacji NPM1 oraz jego zdolnos$¢ do wigzania z RNA?

Metodologia badawcza:

W celu realizacji projektu zostang wykonane do$wiadczenia z zastosowaniem hodowli komdrkowych oraz z zastosowaniem
oczyszczonych biatek. Wykorzystanie zaréwno komérek jak i biatek oraz wielu réznorodnych technik biochemii i biologii
molekularnej pozwoli uzyska¢ powtarzalne i wiarygodne wyniki. Jednorodne biatko CacyBP/SIP zostanie oczyszczone z bakterii
zaindukowanych do produkc;ji tego biatka na zwigkszong skale. NPM1 bedzie zakupione, gdyz jest ono dostepne komercyjnie.
Oddziatywanie CacyBP/SIP z NPM1 bedzie analizowane metodami powszechnie stosowanymi takimi jak: ko-
immunoprecypitacja, rozdziat w zelu poliakrylamidowym czy immunodetekcja. W celu okreSlenia ko-lokalizacji, tj.
wspbtwystepowania obydwu tych biatek w komérce, zastosowana bedzie technika mikroskopii konfokalnej. W celu okreslenia,
czy CacyBP/SIP i NPM1 wigza sie bezposrednio ze sobg wykonane zostana doswiadczenia z uzyciem oczyszczonych biatek, takie
jak: chromatografia powinowactwa, test ELISA czy sieciowanie chemiczne. Aby sprawdzi¢, czy CacyBP/SIP defosforyluje
NPM1 zostanie zastosowana metoda rozdziatu biatek w dwéch kierunkach (elektroforeza 2D) oraz immunodetekcja. W
elektroforezie 2D beda analizowane zaréwno lizaty z komérek jak tez biatka oczyszczone. Sprawdzimy tez, czy i jak interakcja
CacyBP/SIP wptywa na funkcje NPM1. Z uwagi na fakt iz, NPM1 w zaleznosci od stopnia ufosforylowania wigze sie z RNA oraz
przemieszcza sie z jadra do cytoplazmy i odwrotnie, wptyw CacyBP/SIP na lokalizacje NPM1 oraz jego wigzanie z RNA zostang
zanalizowane odpowiednio przy uzyciu mikroskopii konfokalnej oraz metody EMSA-RNA.

Uzasadnienie podjecia danej tematyki badawczej:

Jak dotad nie bylo badane oddziatywanie pomiedzy CacyBP/SIP i NPM1. Zidentyfikowano jedynie jedng fosfataze
odpowiedzialng za defosforylacje NPM1. Z uwagi na fakt, ze obydwa biatka wystepuja w jadrze komoérkowym oraz ze
CacyBP/SIP jest nowg fosfataza, badania nad interakcjg CacyBP/SIP-NPM1 sg wazne z punktu widzenia roli obu biatek w
proliferacji komorek. Wyniki uzyskane podczas realizacji niniejszego projektu, dotyczace interakcji pomiedzy CacyBP/SIP i
NPM1, defosforylacji NPM1 przez CacyBP/SIP, wewnatrzkomorkowej lokalizacji NPM1 oraz wptywu CacyBP/SIP na wigzania
sie NPM1 z RNA, z pewno$cig znaczaco poszerzg wiedze dotyczaca funkcji obu tych biatek w jadrze, a tym samym w proliferacji
komorek. Poniewaz sugeruje sie, ze NPM1 moze byé nowym celem terapii przeciwnowotworowej, uzyskane wyniki moga mie¢
w przysztosci zastosowanie praktyczne.



