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Drosophila melanogaster jest uznawana za organizm modelowy w badaniach majacych na celu
zrozumienie genetycznych i molekularnych podstaw rozwoju organizmu - od pojedynczej komorki do
dojrzatej postaci wielokomorkowej. Wigze si¢ to z faktem, iz wigkszo$¢ podstawowych mechanizmow
kontrolujacych rozwdj, zostato zachowanych w trakcie ewolucji. Dlatego tez wiele gendw kluczowych dla
rozwoju D. melanogaster, posiada odpowiedniki u cztowieka (w tym 75% gendéw odpowiedzialnych za
choroby). Warto podkresli¢, ze dotychczasowe badania prowadzone na D. melanogaster przyczynity si¢ do
kluczowych osiagnie¢ w biologii i medycynie. Dobrym przyktadem jest wyjasnienie mechanizmu
molekularnego kontroli rytmu dobowego, uhonorowane tegoroczna Nagroda Nobla. Badania podstawowych
mechanizméw zaangazowanych w rozw6j D. melanogaster z pewnoscia przyczynia si¢ do kolejnych odkry¢,
co podkresla znaczenie projektu dla rozwoju nauki i medycyny.

Rozwo6j owaddéw kontrolowany jest przez skoordynowane dziatanie dwoch hormondéw: 20-
hydroksyekdyzonu (20E) i hormonu juwenilnego (JH). Receptor i sposéb dziatania 20E sg dobrze poznane.
Wiele lat trwaty natomiast poszukiwania receptora JH. W 2011 roku wykazano, ze jest nim biatko
Methoprene tolerant (Met). Met posredniczy w dziataniu JH, zapobiegajac przedwczesnemu przeobrazeniu
D. melanogaster. Dla wigkszosci badanych gatunkow owadow, delecja genu met jest $miertelna.
Co ciekawe, u D. melanogaster wystepuje biatko homologiczne, Germ cell-expressed (Gce), zapewniajace
przezywalno$¢ mutantéw pozbawionych Met. Jak wykazano, funkcje Met i Gce nie sg tozsame, a biatka
wykazuja specyficznos$¢ tkankowa. Fakt ten stal si¢ gtdéwna inspiracjg projektu.

Analizy bioinformatyczne przyporzadkowuja Met i Gece do rodziny czynnikow transkrypcyjnych bHLH-
PAS (ang. basic helix-loop-helix/Per-Arnt-Sim), charakteryzujacych si¢ wystgpowaniem trzech wysoce
konserwatywnych domen, bHLH, PAS-A i PAS-B. Podobienstwo struktury pierwszorzedowej Met i Gee
ogranicza si¢ do tych zdefiniowanych domen, natomiast ich dtugie fragmenty C-koncowe (MetC, GeeC)
wykazuja znaczace roznice. Fakt ten wydal si¢ nam szczegdlnie istotny, gdyz C-koncowym fragmentom
czynnikéw bHLH-PAS przypisuje si¢ kluczowa role w regulacji aktywnosci tych bialek oraz ich
kompleksow. Warto podkresli¢, ze w literaturze brak jest informacji dotyczacych struktury biatek bHLH-
PAS (poza naszg publikacja dotyczaca MetC), a tym bardziej zaleznosci pomiedzy struktura a funkcjg.

Wyniki analiz in silico wskazujg, iz MetC i GceC posiadajg najprawdopodobniej cechy inherentnie
nieuporzadkowanych regionow (IDR, ang. intrinsically disordered regions). W ostatnim czasie biatka
inherentnie nieuporzadkowane (IDPs, ang. intrinsically disordered proteins) i IDRs, jako pozbawione
stabilnej struktury trzeciorzedowej, ale jednoczes$nie w pelni funkcjonalne, budzg ogromne zainteresowanie
naukowcow. Labilnoé¢ i zdolnos¢ do przyjmowania wielu odmiennych stanéw konformacyjnych, pozwala
IDPs i IDRs na petnienie roli niezwykle czutych elementéw w procesie rozpoznawania molekularnego oraz
na oddziatywanie z ré6znorodnymi partnerami.

Gtoéwna hipoteza badawcza projektu opiera si¢ na zalozeniu, Zze rdznice strukturalne, wystepujace
pomiedzy C-koncowymi fragmentami biatek Met i Gcee, sa kluczowe dla zrdznicowania ich funkcji
i lokalizacji komoérkowej w czasie dojrzewania D. melanogaster. Celem naszych badan jest analiza
strukturalna fragmentu GceC w odniesieniu do opublikowanych przez nas danych strukturalnych dla MetC.
Ponadto zamierzamy zbada¢ zdolno$¢ obu biatek do oddziatywania z potencjalnymi partnerami (receptorem
jadrowym FTZ-F1 i biatkiem regulatorowym 14-3-3). Interakcje te, prawdopodobnie w znacznym stopniu
wptywaja na strukture MetC i GeeC, definiujac ich lokalizacje komérkowa i aktywno$¢.

Planowane badania przyczynia si¢ do lepszego zrozumienia molekularnych uwarunkowan aktywnosci C-
koncowych fragmentow Met i Gece. Poznanie charakterystyki regionu GeeC jako IDR i porownanie jej
z danymi dotyczacymi MetC, pozwoli na zdefiniowanie réznic, ktore moga indywidualizowac specyficzne
funkcje tych pokrewnych czynnikow transkrypcji. Wyniki badan w znacznym stopniu wzbogaca wiedzg
w zakresie struktura-funkcja a takze dziatania i regulacji biatek IDR.

Potwierdzenie hipotezy badawczej, wymaga¢ bedzie realizacji kolejnych etapow badan. Pierwszym z
nich bedzie otrzymanie homogennego preparatu GceC. Kolejne analizy beda miaty na celu opisanie
wlasciwoscei strukturalnych GceC na podstawie analiz hydrodynamicznych, analiz nieuporzadkowania i
modelowania struktury. Otrzymane wyniki zostang poréwnane z danymi Otrzymanymi w naszym
laboratorium dla MetC, a wszystkie podobienstwa i roznice doglgbnie przeanalizowane. W kolejnym etapie
badan zweryfikowana zostanie zdolno$¢ do oddziatywania GeeC i MetC z wybranymi partnerami
biatkowymi: FTZ-F1 i 14-3-3. Uzyskane wyniki umozliwiag powigzanie réznic w strukturze i zdolnosci do
oddziatywania z partnerami biatkowymi z r6znica w funkcji bialek Met i Gee.




