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Streszczenie popularnonaukowe

Dobowe badania metabolomiczne wykazaty, ze duza czgs¢ metabolitow zmienia si¢ ilosciowo wraz z pora
dnia. Najbardziej rytmicznymi metabolitami, jakie zaobserwowano, sg lipidy, w tym fosfatydyloinozytole
(PtdIns). PtdIns moga by¢ modyfikowane przez kinaze i fosfataze w celu wytworzenia siedmiu réznych
fosfoinozytydow (PI). Pomimo ich niewielkiej ilosci, PI kontroluja wiele aspektow sygnalizacji komorkowej.
W rzeczywisto$ci biorg udzial w aktywacji wielu biatek i szlakow kontrolujacych cykl zyciowy komorki.
Ponadto, w zalezno$ci od bodzcoéw, poziomy i rozklad PI wykazuja szeroki zakres zmienno$ci. Nadal nie
wiadomo, czy rozktad ten jest zgodny z okre§lonym wzorcem okotodobowym w warunkach podstawowych
czy w odpowiedzi na r6zne bodzce. Co wigcej, wptyw tej dynamiki na rézne aspekty codziennej sygnalizacji
komorkowej i fizjologii, nie byt jeszcze przedmiotem badan. Fosfataza fosfoinozytydow kierunkuje i usuwa
okreslone grupy fosforanowe z PI. Jednym z enzymow bioracych udzial w metabolizmie PI jest inozytol 5'-
fosfataza SHIP2. SHIP2 reguluje odpowiedz komérkowa na czynnik wzrostu, endocytoze, roznicowanie
komorek i onkogenezg. Kilka obserwacji sugeruje bezposredni zwigzek miedzy sygnalizacjg PI a zegarem
dobowym. Co wigcej, wstepne dane z naszego laboratorium pokazuja, Ze usuniecie lub zahamowanie SHIP2
zmienia ekspresje i oscylacje genéw zegarowych. Dlatego biatko to zostanie wykorzystane jako model do
badania, zaleznych od pory dnia, zmian metabolizmu i wzajemnej konwersji PI w regulacji powyzszego
procesu fizjologicznego. Ten projekt ma trzy gtowne cele. W pierwszym planujemy szczegoétowo zbadaé, w
jaki sposob modyfikacja potranslacyjna i subkomorkowa dystrybucja SHIP2 reguluja rozne aspekty
okotodobowych zmian w transkrypcji. Za pomocg RNA-seq i bioinformatyki zbadamy procesy transkrypcyjne
i posttranskrypcyjne, w ktore to biatko jest bezposrednio zaangazowane. Mutageneza in vitro zostanie
wykorzystana do zbadania, w jaki sposob aktywnos$¢ fosfatazy lipidowej i funkcja adaptacyjna SHIP2
moduluja jadrowa strukture subkomorkowa, taka jak plamki jadrowe i modyfikacje chromatyny.
Frakcjonowanie komérkowe potaczone ze standardowa spektrometria mas zostanie wykorzystane do zbadania
roli organizacji i dynamiki plamek jadrowych SHIP2. Ponadto, organizacja chromatyny, taka jak
posttranslacyjne modyfikacje histonéw, zostanie zbadana za pomocg immunoprecypitacji chromatyny i
wysokoprzepustowego sekwencjonowania. W potaczeniu, eksperymenty te okresla doktadna funkcje SHIP2
w regulacji transkrypcji zegara molekularnego. W drugim celu zbadamy role SHIP2 w transdukcji sygnatu za
posrednictwem czynnikow wzrostu. Wykorzystamy mutageneze in vitro do zbadania, w jaki sposob
fosforylacja SHIP2 za posrednictwem czynnikéw wzrostu wplywa na jego aktywnos$¢ 5-fosfatazy lipidowej
przy uzyciu kodowanych genetycznie sond fluorescencyjnych i obrazowania komorek. Wplyw tych
modyfikacji na funkcj¢ adaptera SHIP2 zostanie zbadany za pomoca koimmunoprecypitacji i standardowe;j
spektrometrii mas. Nastepnie zostanie przeprowadzona analiza fosfoproteomu umozliwiajgca odkrycie
aktywnosci roznych szlakow sygnatowych, w ktore to biatko jest bezposrednio zaangazowane. Bioczujniki i
reportery okotodobowe w polaczeniu z obrazowaniem zywych komorek umozliwig okreslenie doktadnej
funkcji SHIP2 we wzroscie i réznicowaniu komorek. Przeprowadzone zostang rowniez badania funkcjonalne
w celu oceny roznych domen SHIP2 i ich partnerow w regulacji tych procesow. W trzecim celu skupimy sig
na roli SHIP2 i jego réznych formach w sygnalizacji komoérek rakowych. Mutageneza in vitro, stabilne
strategie knockdown i nadekspresji zostang wykorzystane do zbadania roli SHIP2 we wzroscie komorek
rakowych, migracji i wzro$cie niezaleznym od zakotwiczenia. W tym miejscu zostang rowniez omowione
zmiany w tych procesach zalezne od pory dnia. Rola i aktywnos¢ szlakow sygnatowych odkrytych w celu 1 1
2 zostang tutaj szczegdtowo oméwione. Ich funkcjonalny udzial we wzroécie nowotworu i opornosci na terapie
zostanie przeprowadzony przy uzyciu modeli heteroprzeszczepoéw nowotworowych jako systemu in vivo.
Jako, ze rola fosfoinozytydow w regulacji roznych aspektoéw fizjologii okotodobowej zostata zbadana, wyniki
tego projektu zapewnig przyszte mozliwosci terapii kombinatorycznej w leczeniu choroéb, takich jak
nowotwory.



