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STRESZCZENIE

Nukleobindyna-2 (Nucb2, ang. Nucleobindin-2) jest biatkiem multidomenowym, ktore
moze by¢ konwertowane proteolitycznie do trzech peptyddéw: nesfatyny-1, -2 oraz -3. W skiad
struktury trzeciorzedowej Nuch2 wchodza m. in. dwie domeny dtoni EF, ktore sa odpowiedzialne
za wiazanie jonow Ca?* oraz Mg?*, znajdujace si¢ w sekwencji nesfatyny-3. Dodatkowo w
sekwencji nesfatyny-1 mozemy wyrdzni¢ przypuszczalny motyw wiazania jonéw Zn?*. Co
ciekawe, do tej pory poznana zostata tylko rola nesfatyny- 1. Badania przeprowadzone na
gryzoniach wykazaly, ze nesfatyna-1 podawana im dokomorowo hamuje uczucie taknienia, co
sugeruje mozliwa rolg biatka w terapii otytosci. Do tej pory nie jest znana charakterystyka
molekularna oraz rola dwoch pozostalych nesfatyn. Nucb2 charakteryzuje si¢ wysokim
poziomem ekspresji zarowno w uktadzie nerwowym oraz tkankach obwodowych. Co ciekawe,
pokazano, ze Nucb2 bierze udzial w wielu procesach fizjologicznych, np. regulacji wydzielania
insuliny czy kontroli proceséw reprodukcyjnych. Prawdopodobnie za t¢ multifunkcjonalnosé¢
Nucb2 odpowiada jego struktura.

Celem pracy byta charakterystyka molekularna Nucb2 oraz nesfatyny-3 z Gallus gallus
(Kura bankiwy). Poniewaz homologi Nucb2 odznaczajg si¢ 85% podobienstwem sekwencji
aminokwasowej, wyniki badan przeprowadzone na jednym homologu mozemy odnie$¢ do
pozostalych homologéw. Przeprowadzone badania miaty charakter interdyscyplinarny. Podczas
realizacji pracy wykorzystano techniki z zakresu badan biochemicznych, biofizycznych oraz
inzynierii genetycznej. Prace prowadzono na Politechnice Wroctawskiej oraz Uniwersytecie im.
Adama Mickiewicza w Poznaniu. Badania rozpocz¢to od opracowania skutecznej metody
ekspresji oraz oczyszczania obu biatek, co pozwolito na przeprowadzenie analiz in vitro.
Nastgpnie wykonano analizy in silico sekwencji Nucb2. Na ich podstawie mozna byto
przypuszczaé, ze biatko to wykazuje strukture typu mozaiki sktadajgca sie z wystepujacych
naprzemiennie  fragmentow  globularnych  oraz  nieuporzadkowanych.  Fragmenty
nieuporzadkowane sg charakterystyczne szczegdlnie dla nesfatyny-3. Przeprowadzone analizy
dichroizmu kotowego (CD, ang. circular dichroism), fluorescencji oraz szybkos$ciowego
ultrawirowania  analitycznego  (SV-AUC, ang. sedimentation velocity analytical
ultracentrifugation) Nucb2 pokazaly w sposob jednoznaczny, ze Nucb2 oraz nesfatyna-3 naleza
do rodziny biatek czeSciowo nieuporzadkowanych. Dodatkowo wyniki analizy wymiany
proton- deuter sprz¢zonej ze spektrometrig mas (HDX- MS, ang. hydrogen- deuterium exchange
coupled with mass spectrometry) wykazaty, ze biatko Nucb2 mozna podzieli¢ na dwie cze$ci:

fragment aminowy (nesfatyna-1 oraz -2), o strukturze ztozonej z naprzemiennie wyst¢pujacych



fragmentow uporzadkowanych oraz nieuporzadkowanych oraz catkowicie nieuporzadkowany
fragment karboksylowy (nesfatyna- 3).

Jony metali mogag modulowaé strukture bialek, dostosowujac ja do pelnienia funkcji
w roznych procesach fizjologicznych. Kolejne analizy mialy na celu zbadanie wptywu
naturalnych ligandéw biatka, jonow Ca?*, Zn?* oraz Mg?" na oba analizowane biatka. Analizy
CD, limitowanej proteolizy i SV-AUC pokazaly, Zze oba biatka ulegaja kompaktowaniu pod
wpltywem jonéw Ca?*. Wyniki HDX-MS pokazaly, ze w obecnosci jonow Ca?* dochodzi do
strukturyzacji dwoch petli domen dtoni EF Nucb2. Jony Mg?* wptywaja na stan oligomeryczny
obu biatek prowadzac do dimeryzacji. Co ciekawe, analiza termodynamiki oddziatywan obu
biattk z jonami Mg®* za pomocg izotermicznej kalorymetrii miareczkowej
(ITC ang. isothermal titration calorimetry) pokazata, ze Nucb2 wigze jeden jon Mg?".
Natomiast izolowana nesfatyna-3 odznacza si¢ obecno$cig dwoch identycznych miejsc wigzania
jonow Mg?*. Przedstawione wyniki pozwalaja przypuszczaé, ze obecno$é nesfatyny- 1 oraz
nesfatyny-2 moze blokowaé¢ wigzanie drugiego jonu Mg?* do Nuch2. Najwicksza roznice we
wlasciwosciach obu badanych biatek zaobserwowano w obecnosci jonow Zn2*. Wyniki
HDX- MS pokazaty, Zze obecno$é¢ jondéw Zn?" wplywa na nesfatyne-1 oraz nesfatyne-2,
zwiekszajac dostepnos$¢ do rozpuszczalnika peptydow znajdujacych sie w motywie wigzania
jonow Zn?*. Dodatkowo przeprowadzone analizy SV-AUC oraz transmisyjnej mikroskopii
elektronowej (TEM, ang. transmission electron microscopy) pokazaty, ze w obecno$ci jonow
Zn?* o stezeniach rownych oraz wickszych niz 0,3 mM dochodzi do tworzenia si¢ oligomerow
wyzszego rzedu Nucb2 oraz precypitacji biatka. Natomiast, nesfatyna-3 wykazuje mniejsza
wrazliwo$é na wysokie stezenie jonow Zn?*. Nie obserwowano wytracania si¢ biatka nawet przy
wysokich stezeniach jonéw Zn?*. Co wiecej, badania ITC pokazaly, ze nesfatyna- 3 wigze trzy
jony Zn?*, przy czym pierwszy jon jest wiazany ze stalg wiazania rzedu nanomolarnego. Jest to
zaskakujacy rezultat, ze wzgledu na brak w tym biatku znanego motywu wigzania jonow Zn?*.
Otrzymane wyniki sugerujg udziatl fragmentu aminowego biatka w tworzeniu oligomerow oraz
precypitacji Nucb2 zaleznej od jonéw Zn?*. Najprawdopodobniej, nieuporzadkowany charakter
obu biatek jak i zmiana strukturalna zachodzaca w obecnos$ci r6znych jonow metali warunkuje
ich udziat w r6znorodnych procesach biologicznych. Co ciekawe, izolowana nesfatyny-3,
odznacza si¢ nowymi wilasciwosciami molekularnymi, ktorych nie wykazywata gdy stanowita
fragment Nucb2. Przedstawiona w pracy molekularna charakterystyka bialek pozwala na
wytyczenie nowych $ciezek badan skupiajacych si¢ na poznaniu ich funkcji oraz regulacji ich

aktywnosci.



SUMMARY

Nucleobindin-2 (Nucbh2) is a multidomain protein, which can be proteolytically cleaved to
three peptides: nesfatin-1, -2 and -3. The tertiary structure of the protein includes two EF hand
domains, which are responsible for binding Ca?* and Mg?* ions, located in nesfatin-3 sequence.
In addition, in nesfatin-1 sequence, we can distinguish a putative Zn?* ion binding motif.
Interestingly, only the role of nesfatin- 1 has been identified so far. Nesfatin-1 administered
intraventricularly to the rodents inhibits its appetite, suggesting a possible role of the protein in
the treatment of obesity. Currently, both the characteristics and the role of the other two
nesfatines are unknown. Nucb?2 is highly expressed in both the nervous system and peripheral
tissues. Interestingly, it has been shown that Nucb2 is involved in many physiological processes,
e.g. the regulation of insulin secretion or the control of reproductive process. The structure of
Nucb2 is most likely responsible for the multifunctionality of the protein.

The aim of the study was the molecular characterization of Nucb2 and nesfatin-3 from
Gallus gallus. As the Nuch2 homologues share 85% amino acid sequence similarity, the results
of studies conducted on one homologue can be applied to the other homologues. The conducted
research was interdisciplinary. The techniques from biochemistry, biophysics and genetic
engineering were used during the work. The research was conducted at the Wroclaw University
of Science and Technology and Adam Mickiewicz University in Poznan. The research started
with the development of an effective method for expressing and purifying both proteins, which
allowed for further in vitro analyses. In silico analyses of Nucbh2 sequence showed that Nuch?2
has a mosaic-like structure consisting of intertwining globular and disordered fragments. The
disordered fragments are especially present in nesfatin-3. Circular dichroism (CD), fluorescence
and sedimentation velocity analytical ultracentrifugation (SV-AUC) analyses of Nucb2 have
clearly shown that Nucb2 and nesfatin-3 belong to the family of partially disordered proteins. In
addition, the results of the hydrogen-deuterium exchange coupled with mass spectrometry
(HDX-MS) analysis showed that the Nucb2 protein can be divided into two parts: the amino
terminal fragment (nesfatin-1 and -2), with a structure consisting of intertwined ordered and
disordered fragments and a completely disordered carboxyl terminal fragment (nesfatin-3).

Metal ions can modulate the structure of proteins, adapting it to perform functions in various
physiological processes. Subsequent analyses were aimed at examining the effect of natural
protein ligands, Ca?* , Zn?* and Mg?* ions, on both analyzed proteins. Analyzes of CD, limited
proteolysis and SV-AUC showed that both proteins are compacted in the presence of Ca?* ions.
HDX-MS results showed that in the presence of Ca?* ions, two loops of EF hand domains
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undergo compaction. Mg?* ions affect the oligomeric state of both proteins leading to its
dimerization. Interestingly, the thermodynamic analysis of the interactions of both proteins with
Mg?* ions using isothermal titration calorimetry (ITC) determined that Nucb2 binds one Mg?*
ion. On the other hand, isolated nesfatin-3 is characterized by the presence of two identical Mg?*
binding sites. The presented results suggest that the presence of nesfatin-1 and -2 may structurally
block the binding of the second Mg?* ion to the Nucb2. The greatest difference in the properties
of both tested proteins was observed in the presence of Zn?* ions. HDX-MS results showed that
the presence of Zn?* ions affects the nesfatin-1 and nesfatin-2, increasing solvent accessibility of
peptides located in the Zn?* ion binding motif. In addition, SV-AUC and transmission electron
microscopy (TEM) results showed that the presence of an equal and higher concentration of Zn?*
ions than 0,3 mM induces high-order oligomers formation and precipitation of Nucb2. On the
other hand, nesfatin- 3 is less sensitive to high concentrations of Zn?* ions. Protein precipitation
in the presence of higher Zn?* ions concentration was not observed. Moreover, ITC studies have
shown that nesfatin-3 binds three Zn?* ions, with the first ion bound with nanomolar dissociation
constant. This is a surprising result due to the lack of a known Zn?* ion binding motif in nesfatin-
3 sequence. The obtained results suggest the participation of the amino terminal fragment of
Nucb2 in the Zn?*-dependent oligomers formation and precipitation of Nuch2. Most likely, both
the disordered nature of both proteins and the structural change occurring in the presence of
various metal ions determine their participation in various biological processes. Interestingly,
isolated nesfatin-3 is characterized by new molecular properties, which has not been shown when
the protein was part of Nucb2. The molecular characteristics of both proteins presented in the
thesis allow for setting new paths of research focused on understanding the functions of proteins

and regulating their activity.
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1 WSTEP

1.1 NUKLEOBINDYNA-2

Nukleobindyny s3 klasa bialek wiazacych jony Ca?*/czasteczki DNA, ktére spelniaja
wazne role fizjologiczne. Do tej pory opisano dwie Nukleobindyny: Nukleobindyne-1 (Nucbl,
ang. Nucleobindin-1) (1) oraz Nucb2 (2). Odznaczaja si¢ one 62% podobienstwem sekwencji
aminokwasowej (3). Nucb2 jest biatkiem sekrecyjnym odkrytym w linii komoérkowej ostrej
biataczki limfoblastycznej KM3 (2). Nucb2 posiada budowa multidomenowa (2), na ktéra
sktadaja si¢: peptyd sygnatowy, domena bogata w Leu/Ile, domena wigzaca DNA (DBD, ang.
DNA-binding domain), dwie domeny dtoni EF (Rozdziat 1.1.1), odpowiedzialne za wigzanie
jonow Ca?* i Mg?*, fragment bogaty w aminokwasy kwasne oraz motyw zamka leucynowego

(ZIP, ang. leucine zipper motif) (Rozdziat 1.1.3) (Rys. 1.1) (2).

Sekwencja Nucb2 zawiera potencjalne miejsca trawienia przez konwertazy
prohormonéw. Miejsca trawienia stanowig pary aminokwasoéw zasadowych, Lys-Arg oraz
Arg- Arg (4). Nucb2 moze by¢ potranslacyjnie trawione przez konwertazy prohormonéw- 1/- 2/-
3 do trzech peptydow: nesfatyny-1 (reszty aminokwasowe 1-82 z sekwencji Nucb2), nesfatyny-
2 (reszty aminokwasowe 85-163) oraz nesfatyny-3 (reszty aminokwasowe 166-396) (4) (Rys.
1.1). Do tej pory udato si¢ pozna¢ kilka fizjologicznych funkcji nesfatyny-1 (4, 5). Rola dwoch
pozostatych segmentow Nucb2 nie zostata do tej pory opisana. Wykazano, ze dokomorowe
podanie nesfatyny-1 gryzoniom wywotuje zahamowanie uczucia taknienia (4). Doktadny
mechanizm tego dziatania nesfatyny-1 nie zostal do konca poznany, jednak istnieja dwie
hipotezy. Wedlug pierwszej, mechanizm inhibicji uczucia taknienia niezalezny od leptyny,
zwigzany jest z podwzgorzowym szlakiem melanokortynowym (6). Natomiast zgodnie z druga,
nesfatyna-1 uczestniczy w hamowaniu neuronéw neuropeptydu Y (7). Przypuszcza sig, ze
nesfatyna-1 moze w przysztosci by¢ wykorzystywana w terapii otytosci. Na podstawie struktury
drugorzgdowej, nesfatyne-1 mozna podzieli¢ na 3 segmenty: fragment na koficu aminowym,
sktadajacy si¢ z 23 reszt aminokwasowych (N23), fragment $rodkowy, ztozony z 30 reszt
aminokwasowych (M30) oraz fragment znajdujgcy si¢ na koncu karboksylowym o dtugosci 29
reszt aminokwasowych (C29) (Rys. 1.1) (8). Przeprowadzone badania pokazaty, ze M30
wykazuje dzialanie anoreksogenne U Mmyszy, co sugeruje, ze jest on czescig nesfatyny-1

odpowiedzialng za regulacje taknienia (8).

12



Sekwencja ludzkiego Nucb2 sktada si¢ z 420 reszt aminokwasowych (w tym 24 reszty
aminokwasowe peptydu sygnatowego). Sekwencja Nucb2 z Kura bankiwy (Gallus gallus),
obiektu badawczego pracy doktorskiej sktada sie¢ z 455 reszt aminokwasowych (w tym 24 reszty
aminokwasowe peptydu sygnatowego). Homologi kurzy oraz ludzki wykazuja najwieksze
zroznicowanie w sekwencji nesfatyny-3. W przypadku biatka kurzego, sekwencja nesfatyny-3

jest dluzsza o 35 reszt aminokwasowych.

Nucb2

region bogaty w Asp/Glu

motyw wigzania jondéw Zn®*

Q % S A> N o
NoQX R\ v P Py P PR R
SP Region bogaty w Leu/lle DBD EE EE ZIP

PC-2,
PC-1/3

1-82 85163 166-431

Lys-Arg Arg-Arg
N23 M30 C29

efekt anoreksogenny

Rysunek 1.1 Wielodomenowa budowa Nucb2

Nucb2 charakteryzuje sie budowq wielodomenowgq, w ktérej sktad wchodzq: peptyd sygnatowy (SP),
domena bogata w Leu/lle, domena wigzqca DNA (DBD), dwie domeny dtoni EF, fragment bogaty
w aminokwasy kwasne oraz motyw zamka leucynowego (ZIP). Nucb2 moze by¢ trawione przez
konwertazy prohormondéw (PC-1/3/2) do trzech peptyddéw: nesfatyny-1, -2 oraz -3. Tylko rola
nesfatyny- 1 zostata do tej pory poznana. U gryzoni peptyd ten wykazywat efekt anoreksogenny.
Pokazano, ze czesc¢ srodkowa nesfatyny-1 (M30) jest odpowiedzialna za hamowanie uczucia taknienia.
Podziat domenowy zostat zaprezentowany zgodnie z resztami aminokwasowymi Nucb2 z Gallus gallus.
Rysunek zostat opracowany na podstawie (2).

1.1.1  Motyw dtoni EF oraz wigzanie jonéw Ca?* przez Nucb2
Motyw dtoni EF jest najczes$ciej wystepujacym w biatkach motywem wigzania jonow

Ca?" skladajacym sie z 30 reszt aminokwasowych. Dodatkowo niektore biatka posiadajace ten
motyw sa w stanie wigza¢ jony Mg?* (9). Motywy dtoni EF zazwyczaj wystepuja w parach (10)

i w konsekwencji czasteczki biatka najczesciej zawierajg dwa, cztery lub sze$¢ takich motywow.
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Motyw dtoni EF zostat po raz pierwszy opisany w strukturze parwalbuminy i sktada si¢ z dwoch
prawie prostopadtych a-helis (helisa E oraz helisa F) oddzielonych od siebie pe¢tla ztozong z 12
reszt aminokwasowych (Rys. 1.2) (11, 12). Jony Ca?" s3 jonami ,twardymi” i oddziatuja
z ligandami poprzez oddzialywania jonowe (13). Atomem koordynacyjnym w domenach dtoni
EF jest tlen grup karboksylowych tancuchow bocznych Asp oraz Glu. W standardowej petli
domeny dtoni EF, jon Ca?* jest koordynowany przez siedem ligandow (pie¢ pochodzacych z petli
oraz dwoch z helisy F) ulozonych w ksztalt pigciokgtnej bipiramidy (12). Kilka reszt
aminokwasowych znajdujgcych si¢ w sekwencji petli przyczynia si¢ do odpowiedniego
sfatldowania oraz stabilizacji struktury domeny dloni EF. Jedng z nich jest zachowana reszta Gly
w pozycji szostej petli, ktéra umozliwia zachowanie pozostatym ligandom Ca?* odpowiednich
pozycji (14). W 90% przypadkéw w pozycji dwunastej petli znajduje si¢ reszta Glu, ktorej
obecnos¢ jest wymagana do przyjecia geometrii pigciokatnej bipiramidy (10). Zastgpienie reszty
Glu prowadzi do zmiany geometrii jony Ca?* - ligand. Substytucja reszta Asp powoduje znaczne

zmniejszenie si¢ powinowactwa do jonow Ca?* (15).

Tabela 1.1 Sekwencja aminokwasowa petli dwoch domen dtoni EF biatka Nucb2

W tabeli przedstawiono sekwencje aminokwasowq petli dwdch domen dtoni EF Nucb2. Kolorem
czerwonym oznaczono aminokwasy kwasowe, natomiast kolorem niebieskim aminokwasy zasadowe.

Pozycja 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
EF1 Asp  Val Asn  Asn  Asp  Arg Phe Leu Asp  Glu Gln Glu
EF2 Asp  lle Asn Lys Asp | Arg Leu Val Thr Leu Glu Glu

helisa E \ helisa F

petla

Rysunek 1.2 Budowa domeny dtoni EF znajdujqcej sie w fragmencie aminowym kalmoduliny z Gallus gallus
Domena dfoni EF sktada sie z dwdch a-helis (helisy E oraz F), ktdre sq oddzielone petlg. W petli znajdujg
sie miejsca wigzania jonéw Ca®* oraz Mg?*. Najczesciej w biatkach motywy dtoni EF wystepujq w parach.
Rysunek zostat opracowany w programie UCSF Chimera (16) na podstawie (17) (PDB ID:1UP5).
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Biatko Nucb2 w swojej strukturze trzeciorzedowej zawiera dwie domeny dioni EF, ktére
sg oddzielone regionem bogatym w kwasne reszty aminokwasowe (2). Co ciekawe, w sekwencji
obu petli domen dloni EF Nucb2 szosta reszte stanowi Arg zamiast zachowanej Gly (Tab. 1.1),

co moze wpltywaé na sposob wigzania jonow Ca®* przez Nuch2.

1.1.2 Motyw wigzania jonéw Zn%*

Nucbl, paralog biatka Nucb2, zawiera w swoim fragmencie aminowym dwa motywy
odpowiedzialne za wiazanie jonow Zn?" : HFREXyH oraz HFTEXnH (18). Motywy te s3 bardzo
podobne do miejsc aktywnych wystepujacych w rodzinie karboksypeptydaz A (18). Dwie reszty
His oraz jedna reszta Glu wiaza jony Zn?* (18). Pokazano, ze biatko Nucbl odznacza sie
wysokim powinowactwem do tych jonéw (dwa miejsca wiazania jonow Zn?* 0 Kq= 32 nm), co
wskazuje na mozliwo$¢ petnienia przez Nucb1 roli sensora Zn?*, ktéry moze reagowaé na zmiany
wewnatrzkomérkowego stezenia jonow Zn?* (18). Dodatkowo pokazano, ze jony Zn?* moduluja
strukture Nucbl, prowadzac do inhibicji jego aktywnosci proteolitycznej (18). Co ciekawe,
analiza sekwencji pokazata, ze we fragmencie aminowym Nucb2 znajduje si¢ tylko jeden motyw
wigzania jonow Zn?* (HFREXnH) (Rys. 1.1). Moze to wskazywaé na rézny od Nucb1, sposéb

oddzialywania z jonami Zn?*.

1.1.3 Domena wigzgca DNA oraz motyw zamka leucynowego

Motyw zamka leucynowego (ZIP, ang. leucine zipper motif) powszechnie wystepuje
w czynnikach transkrypcyjnych, ale takze w innych biatkach (19). ZIP bierze udziat
w specyficznym wigzaniu DNA oraz w oddzialywaniu biatko-biatko (20). Motyw ten tworza
okresowe powtoOrzenia reszty Leu, w kazdej siddmej pozycji aminokwasowej (19). Lancuch
polipeptydowy ZIP charakteryzuje si¢ a-helikalng konformacja (20). Dwie réwnolegte helisy
splataja si¢ ze sobg tworzac motyw superhelikalny (ang. coiled -coil), co utatwia dimeryzacje
biatek (Rys.1.3) (20). W biatkach posiadajacych ZIP, obecny jest takze zasadowy region 20 reszt
aminokwasowych, ktory sgsiaduje z koncem aminowym ZIP (20). Jest on nazywany zasadowym
regionem zamka leucynowego bZIP (ang. basic region leucine zipper) (Rys. 1.3). bZIP utatwia
wigzanie DNA poprzez oddziatywanie z ujemnie natadowanymi resztami fosforanowymi DNA
(20). ZIP w biatkach wystepuje rowniez obok innych motywow wigzacych DNA m.in. motywu
helisa-petla-helisa (HLH, ang. helix-loop-helix) (20).
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Zamek leucynowy

bzIP

Rysunek 1.3 Model bZIP zwiqzanego z czgsteczkqg dsDNA
Model zostat opracowany na podstawie struktury bZIP czynnika transkrypcyjnego PAP1 zwigzanego
zZ DNA (PDB ID: 1GD2) (21) w programie UCSF Chimera (16). Kazdy z monomerdw bZIP sktada sie z dtugiej
a-helisy. Region zasadowy wiqzqcy czqsteczke DNA znajduje sie na koricu aminowym helisy. Natomiast
koniec karboksylowy tworzy zamek leucynowy, ktory dimeryzuje tworzgc rdwnolegty motyw
superhelikalny.

Analiza struktury pierwszorzgdowej Nucb2 pozwolila na zdefiniowanie zlozonego

motywu  strukturalnego:  ,region zasadowy/HLH/region bogaty w  aminokwasy
kwasne/HLH/ZIP” (2). Motyw: ,,region zasadowy/HLH/ZIP” jest obecny w wielu czynnikach
transkrypcyjnych, co sugeruje, ze biatka te i Nucb2 mogg by¢ homologami (2). Jednakze
w przypadku tych biatek wigzacych DNA, region zasadowy bezposrednio poprzedza ZIP, co nie
jest obserwowane w strukturze biatka Nucb2 (2). Taka r6znica w budowie ZIP Nuch2 moze
$wiadczy¢ 0 innym niz klasyczny mechanizm wigzania czgsteczki DNA (2). Taki sam motyw
strukturalny znajduje si¢ w biatku Nucbl. Zaréwno Nucb2 jak i Nucbl prawdopodobnie moga
tworzy¢ nowa klase biatek wigzagcych DNA z motywem strukturalnym ,region
zasadowy/HLH/region bogaty w aminokwasy kwasne/HLH/ZIP” (2).

1.1.4  Wielofunkcyjnosé¢ biatka Nucb?2

Nucb2/nesfatyna-1' charakteryzuje si¢ wysokim poziomem ekspresji w centralnym
uktadzie nerwowym (4) m.in. w cze$ciach podwzgorza: w jadrze nadwzrokowym, tukowatym,
przykomorowym oraz bocznym podwzgorzu, ktore sa odpowiedzialne za regulacje taknienia (4)

oraz w przysadce mézgowej (22). Nesfatyna-1 moze pokonywaé bariere krew-mozg (23).

! Komercyjnie dostepne przeciwciata wykrywaja nie tylko nesfatyne-1, ale rowniez mogg reagowac z Nucb2, co nie
pozwala na odroznienie obu biatek w testach skupiajacych si¢ na badaniu wystgpowania nesfatyny-1 (22).
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Pokazano takze, ze Nucb2/nesfatyna-1 jest zaangazowana w regulacj¢ stresu (24, 25), emocji
oraz zachowania (26, 27). Dodatkowo sugeruje si¢, ze Nuch2/ nesfatyna-1 moze by¢ zwigzana z
rozwojem roznych zaburzen psychicznych takich jak epizod maniakalny (28), zaburzenia lekowe

(29) czy depresja (30).

Jak pokazano, do ekspresji Nucb2/nesfatyny-1 dochodzi takze w licznych tkankach
obwodowych takich jak serce (31, 32), uktad pokarmowy (33), uktad rozrodczy (34), tkanka
thuszczowa (35) oraz w komorkach B trzustki (36). Tak szerokie wystepowanie Nucb2/nesfatyny-
1 moze wskazywa¢ na role tych biatek w procesach utrzymania homeostazy organizmu.
Najwyzszg ekspresje Nucb2 mMRNA odnotowano w zotadku szczura (37). Poziom ekspresji byt
10-krotnie wyzszy w pordéwnaniu do ekspresji w mozgu (37). Obecnos¢ Nucb2/nesfatyny-1
wykryto w komoérkach endokrynnych X/A, ktére sa odpowiedzialne za produkcje greliny,
hormonu stymulujacego taknienie (37). Pod wplywem greliny dochodzi do zmniejszenia si¢
poziomu ekspresji Nucb2 mRNA, co wskazuje na jej inhibitorowe dziatanie na Nucb2 (38).
Jednak mechanizm zahamowywania dziatania Nucb2 przez greling nie zostal do tej pory
poznany. Dodatkowo Nucb2/nesfatyna-1 wptywa na regulacj¢ funkcji uktadu pokarmowego.
Domoézgowe podanie nesfatyny-1 wywotywalo u szczurow zahamowanie wydzielania kwasu
zotagdkowego (39) oraz ochrong btony Sluzowej zotadka przed uszkodzeniem wywolanym

stresem czy substancjami takimi jak etanol (40).

Wysoki poziom ekspresji Nucb2/nesfatyny-1 zostat zlokalizowany wraz z insuling
w komorkach B wysepek Langerhansa (36, 41). Nucb2 moze indukowa¢ uwalnianie insuliny
wraz z redukcja poziomu glukozy we krwi (42, 43). Co ciekawe, stymulacja Nucb2/nesfatyna- 1
komorek trzustkowych prowadzita do zwigkszenia wydzielania glukagonu (44). Dodatkowo
poziom ekspresji Nuch2/nesfatyny-1 byt zmniejszony u pacjentow z cukrzyca typu 2 (44). Co
wazne, zmniejszenie ekspresji Nucb2/nesfatyny-1 obserwowano takze u nowo zdiagnozowanych
pacjentow (45). Przedstawione dane sugeruja potencjalng role Nucb2/nesfatyny-1 jako

biomarkeru we wczesnej diagnostyce cukrzycy.

Nucb2/nesfatyna-1 ulega ekspresji w uktadzie rozrodczym. Nuch2/nesfatyne-1 wykryto
w jadrach gryzoni oraz ludzi (46), dokladniej w komorkach $rédmigzszowych jader
m.in. w komoérkach Leydiga (47). Ekspresje Nucb2/nesfatyna-1 zaobserwowano réwniez
w komorkach ostonkowych pecherzyka Graffa, w jajnikach oraz macicy (48, 49). Pokazano, ze
Nucbh2/nesfatyna-1 wystepujaca w miejscu implantacji zarodka w macicy moze bra¢ udziat

w procesie podtrzymania cigzy (49). Poziom ekspresji Nucb2/nesfatyny-1 w jajnikach oraz
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macicy myszy ulega zmianie podczas cyklu rozrodczego, przyjmujac najwyzsza wartos¢ w fazie
rui wlasciwej (50). Dodatkowo stgzenie Nucb2/nesfatyny-1 moze by¢ kontrolowane przez
gonadotropiny takie jak hormon folikulotropowy oraz hormon luteinizujgcy oraz sterydowe
hormony plciowe takie jak 17p-estradiol (50). Powyzsze wyniki sugeruja, ze Nucb2/nesfatyna- 1

moze by¢ zaangazowana w regulacje funkcji jajnikow oraz macicy.

Ekspresje Nucb2/nesfatyny-1 zaobserwowano takze w ludzkiej oraz mysiej tkance
thuszczowej (51). Podskorna tkanka thuszczowa wykazywata znacznie wyzszy poziom ekspresji
Nucb2/nesfatyny-1 niz trzewiowa tkanka tluszczowa (51). Nucb2/nesfatyna-1 wyst¢powata
zarowno w pre- jak i po-adipocytach, a jej ekspresja wzrastata podczas procesu roznicowania si¢
komorek tluszczowych, co sugeruje udziat biatka w procesie rozwoju i rdznicowaniu
adipocytow. Dodatkowo ekspresja Nucb2/nesfatyny-1 obecnej w tkance tluszczowej oraz
cyrkulujacej w krwi byta podwyzszona u myszy bedacych na diecie wysokottuszczowej (51), co
moze wskazywaé na udziat bialka w procesie akumulacji lipidéw oraz indukowanej dieta
otylosci. Jednakze ograniczenie pokarmu wywolalo zmniejszenie si¢ ilosci mRNA
Nucb2/nesfatyny-1 w mysiej tkance tlhuszczowej, co sugeruje, ze poziom ekspresji
Nucb2/nesfatyny-1 moze by¢ zalezny od zapasu energetycznego tkanki (51). Pokazano, ze
cytokiny, insulina oraz kortykosteroidy takze mogg regulowac¢ ilo$¢ Nucb2/nesfatyny-1 obecnej
w tkance tluszczowej, prowadzac do zwigkszenia poziomu ekspresji Nucb2/nesfatyny-1 (51).
Przedstawione powyzej obserwacje sugeruja, ze Nucb2/nesfatyna-1 moze penié¢ rolg

adipocytokiny ekspresjonowanej w podskornej tkance thuszczowej oraz adipocytach (51).

Nucb2/nesfatyna-1 moze takze wptywaé na funkcje serca (31). Nucbh2/nesfatyna-1 jest
ekspresjonowana w tkance sercowej (31), gdzie bierze udzial w ochronie przed uszkodzeniem
niedokrwienno-reperfuzyjnym serca poprzez uwolnienie dehydrogenazy laktozowej oraz

zmniejszenie rozmiaru zawatu i przykurczu niedokrwiennego (31).
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Tabela 1.2 Podsumowanie udziatu Nucb2/nesfatyny-1 w procesach fizjologicznych réznych tkanek
i narzgdow

Cze$¢ organizmu Rola Nucb2/nesfatyny-1 Literatura
Mozg Hamowanie taknienia, regulacja stresu | (4, 27)

oraz emocji, rozwdj zaburzen

psychicznych

Tkanka thuszczowa Rozwoj oraz roznicowanie  (35)
adipocytow
Serce Ochrona przed uszkodzeniem (31, 32)

niedokrwienno-reperfuzyjnym serca,

zZmniejszenie rozmiaru zawatu serca

Uklad pokarmowy Zahamowanie wydzielania kwasu | (39, 40)

zotadkowego, ochrona blony sluzowe;j

zotadka

Uklad rozrodczy Podtrzymanie cigzy, regulacja funkcji = (49, 50)

macicy oraz jajnikow

Trzustka Stymulacja wydzielania insuliny oraz | (36, 43, 52)

glukagonu

1.1.4.1 Rola biatka Nucb2 w procesie nowotworowym

Badania dotyczace Nucb2/nesfatyny-1 nie ograniczaja si¢ tylko do funkgcji fizjologicznych
(Tab. 1.2). W ostatnich latach wiele badan ujawnilo, ze biatko odgrywa takze wazng rolg
w procesach nowotworowych. Wysoki poziom ekspresji Nucb2/nesfatyny-1 obserwowano
w komorkach nowotworowych piersi (53), jelita grubego (54), prostaty (55, 56), endometrium
(57) oraz komorek nerkowych (rak nerkowokomorkowy) (58-60). Podwyzszona ekspresja
Nuch2/nesfatyna-1 byta wigzana z proliferacja oraz przerzutami nowotworéw (54, 56, 58).
Dodatkowo nadekspresja biatka Nucb2/nesfatyny-1 byta taczona ze ztg prognoza. Pacjenci
z wysokim poziomem ekspresji Nucb2/nesfatyny-1 w komorkach nowotworowych odznaczali
si¢ nizszym wskaznikiem przezycia (58, 61) oraz zwigkszonym ryzykiem nawrotu choroby

nowotworowej (53). Sugeruje si¢ mozliwos¢ uzycia wysokiego poziomu ekspresji
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Nucbh2/nesfatyny-1 jako czynnika prognozujacego w diagnozie nowotworowej. Dodatkowo
pokazano, ze biatko Nucb2/nesfatyna-1 bierze udzial w rozwoju nowotworéw oraz w ich
metastazie. Nucb2/nesfatyna-1 stymuluje proliferacj¢, przemieszczanie si¢ oraz inwazje
komorek nowotworowych pecherza moczowego (61). Podobne, indukujgce dziatanie biatka
Nuch2/nesfatyny-1 obserwowano takze dla komdrek nowotworowych piersi (53), jelita grubego
(54) oraz komorek nowotworu brodawkowatego tarczycy (62). Obecno$¢ Nucb2/nesfatyny-1
w przypadku komoérek nowotworowych zotadka (63) oraz endometrium (57) rowniez wptywa
stymulujgco na proces proliferacji oraz przemieszczania si¢ komoérek. Mechanizm wplywu
Nucb2/nesfatyny-1 na komoérki nowotworowe nie zostal szczegbélowo poznany. Jednakze
badania przeprowadzone na komodrkach nowotworowych jelita grubego wykazaly, ze
Nucb2/nesfatyna-1 posredniczy w przejsciu epitelialno-mezenchymalnym (EMT, ang.
epithelial-mesenchymal transition). Ponadto, pokazano, ze supresja ekspresji Nucb2/nesfatyny-
1 w komorkach nowotworowych jelita grubego prowadzita do zmniejszenia poziomu ekspresji
czynnikoéw transkrypcyjnych bioracych udziat w EMT: biatka ZEB1 (ang. zinc finger E-box
binding homeobox 1), biatka Twist (ang. twist family bHLH transcription factor 1) oraz Slug
(ang. snail family zinc finger 2) (54). Obserwowano takze, ze wyciszenie ekspresji genu Nucb2
prowadzito do zwigkszenia fosforylacji watrobowej kinazy K1 (LKBI1, ang. liver kinase B1),
kinazy biatkowej aktywowanej przez AMP (AMPK, ang. 5’4MP-activated protein kinase) oraz
kinazy mTOR (ang. mammalian target of rapamycin) (54). Nucb2/nesfatyna-1 poprzez szlaki
LKBL/AMPK/mTORC1/ZEB1 (54) przyczynia si¢ do indukcji EMT oraz powstawania
przerzutow nowotworowych. Udzial Nucb2/nesfatyny-1 w indukcji EMT zostat takze
zaobserwowany w komorkach niedrobnokomoérkowego raka phuc (64). Badania wskazuja takze
na mozliwy udzial Nucb2/nesfatyny-1 w procesiec metastazy komorek czerniaka poprzez
indukcje stresu retikulum endoplazmatycznego (65). Przedstawione powyzej obserwacje
sugeruja, ze Nucb2/nesfatyna-1 odgrywa znaczaca funkcje w procesie rozwoju nowotworow.
Dziatanie biatka odbywa si¢ z udziatem wielu $ciezek sygnalowych, co czyni je waznym celem

terapeutycznym.

Co ciekawe, w przypadku nowotworu komorek nabtonka jajnika (66) oraz kory nadnerczy
(67), zaobserwowano inhibicje¢ procesu proliferacji komorek oraz indukcje ich apoptozy przez
Nucbh2/nesfatyne-1. Podobnie jak w przypadku indukcji progresji choroby nowotworowej,
hamowanie rozwoju komorek nowotworowych zachodzi z udziatem réznych S$ciezek
sygnatowych. W komoérkach nowotworu nabtonka jajnika, Nucb2/nesfatyna-1 bierze udziat

w indukcji apoptozy poprzez sciezke mTOR/RhoA/ROCK (ang. Ras homologue gene family
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member A/Rho-associated coiled-coil-containing kinases) (66). W przypadku nowotworu kory
nadnerczy, dzialanie pro-apoptotyczne Nucb2/nesfatyny-1 zachodzi poprzez wzmocnienie
Sciezki JNK-1/2/p38MAPK (ang. c-Jun N-terminal kinases-1 and -2/p38 mitogen-activated
protein kinases) oraz zahamowanie dziatania szlaku sygnatlowego Ras/Raf/MEK/ERK (67).

Wszystkie do tej pory znane oddzialywania Nucb?2 z partnerami biatkowymi byty zwiazane
z procesami nowotworowymi (68-70). Analizy z wykorzystaniem drozdzowego systemu
dwuhybrydowego oraz ko-immunoprecypitacji potwierdzilty wystepowanie oddziatywania
pomiedzy Nucb2 a aminopeptydazowym regulatorem uwalniania TNFR1 (ARTS-1, ang.
aminopeptidase regulator of TNFR1 shedding) w ludzkich komorkach srodbtonka naczyniowego
(68). Pokazano, ze Nucb2 wraz z ARTS-1 bierze udziat w uwalnianiu powierzchniowego
btonowego receptora wigzacego czynnik martwicy nowotworéw (TNFR1, ang. tumour necrosis
factor receptor) (68). Do oddzialywania dochodzi pomigdzy domeng zewngtrzkomoérkowa
ARTS-1 a domenami dloni EF biatka Nucb2 w obecnosci jonéw Ca?* (68). Kompleks ARTS-1
—Nucb2 jest kluczowy w procesie uwalniania TNFR1 (68). Nucb2 bierze prawdopodobnie udziat
w regulacji stgzenia TNFR1, co moze wptywaé na procesy apoptozy, w ktérych uczestniczy

TNFR1.

Nuch2 zostato rowniez scharakteryzowane jako biatko wiazace biatko Necdin poprzez
fragment dwoch domen dtoni EF (69). Biatko Necdin jest zlokalizowane w neuronach i bierze
udziat w hamowaniu wzrostu komorek nowotworowych (71, 72). Moze rowniez regulowac
aktywno$¢ transkrypcyjna poprzez wptyw na aktywnos$¢ takich czynnikow transkrypcyjnych jak
p53 oraz E2F1 (73). Co ciekawe, Necdin moze wptywaé na zwigkszenie ekspresji Nucb2
w cytoplazmie (69). Dodatkowo oddziatywanie Nucb2 — Necdin spowodowato zwickszenie
stezenia jonow Ca?*w cytoplazmie (69). Sugeruje sie, ze Nucb2 - Necdin poprzez zwiekszenie
stezenia jondw Ca?* moze regulowaé procesy zalezne od jonéw Ca?* takie jak m.in. apoptoza

(69).

Nucb2 moze takze oddziatywaé z biatkami G (70). Zarowno w sekwencji Nucb2 oraz
Nucbl zlokalizowano motyw wigzacy oraz aktywujacy biatka Ga, tzw. motyw GBA,
charakterystyczny dla biatek uczestniczacych w wymianie GDP na GTP (GEF, ang. guanine
nucleotide exchange factor) (70). Motyw GBA sktadajacy si¢ z 7 ewolucyjnie zachowanych reszt
aminokwasowych, znajduje si¢ we fragmencie karboksylowym drugiej domeny dtoni EF Nucb2
oraz Nucbl (70). Motyw ten réwniez wyst¢puje w innych biatkach m.in. w biatku GIV/Girdin
(ang. Ga-interacting vesicle- associated protein) oraz biatku Daple, ktore charakteryzujg si¢

21



aktywnoscig GEF (74). Pokazano, ze Nucb2 oraz Nucbl wigzg si¢ do nieaktywnej formy biatka
Guiz (GDP - Gi3) poprzez motyw GBA (70), przy czym wigzanie t0 zwieksza aktywno$¢
GTPazowa biatka Gq;3 (70). Co ciekawe, jony Ca®* hamuja wiazanie Nucb2 oraz Nucb1 do biatka
Guiz zardwno in vitro jak i in vivo (70). Pod wptywem jonéw Ca?*, dochodzi do zmiany
strukturalnej Nucb2, co skutkuje zahamowaniem wigzania biatka Ge3 (70). Zmiana poziomu
ekspresji oraz aktywnos$ci biatek G I receptorow sprz¢zonych z biatkkami G (GPCRs, ang.
G- protein -coupled receptors) jest bardzo czgsto zwigzana z procesami nowotworowymi (75).
Na przyktad, wysoka ekspresja biatek posiadajacych motyw GBA (GIV/Girdin, Daple, Nucbl
oraz Nucb2) w krazacych komoérkach nowotworowych wyizolowanych z przerzutowego
nowotworu jelita grubego zwigzana jest z krotszym czasem bez nawrotu choroby (76). Biatko
GIV/Girdin zostato scharakteryzowane jako jedno z tzw. molekularnych ,rheostatow” (74).
Molekularne ,,rheostaty” moga zwigksza¢ transdukcje sygnatu, zainicjowanego przez biatka G
oraz GPCR (74), co moze prowadzi¢ do dysfunkcji niektorych S$ciezek sygnatowych,
w konsekwencji prowadzac do metastazy nowotworowej (74). Postuluje si¢, ze takze Nucb?2
moze wplywaé na rozwdj nowotworow jako ,,rheostat” poprzez wzmacnianie aktywnosci Sciezek
sygnatowych biatek G (74).

Podsumowujgc, funkcja Nucb2/nesfatyny-1 w procesie nowotworzenia jest tkankowo-
specyficzna. W zalezno$ci od miejsca wystepowania, Nucb2/nesfatyna-1 moze wykazywac
dziatanie anty- lub pro-apoptotyczne. Ponadto, na szczegdlng uwage zastuguja oddziatywania
biatka Nucb2 z partnerami molekularnymi, ktére maja wplyw na rozwdj procesu

nowotworowego.

1.2 BIAtKA INHERENTNIE NIEUPORZADKOWANE

Biatka inherentnie nieuporzadkowane (IDPs, ang. intrinsically disordered proteins)
przeciwstawiajg si¢ paradygmatowi, zgodnie z ktérym stabilna struktura trzeciorzedowa biatka
okresla jego funkcje. IDPs pelnig swoje funkcje pomimo braku takiej zdefiniowanej struktury
trzeciorzedowej w warunkach fizjologicznych (77). Brak struktury moze dotyczy¢ calej
czasteczki biatka lub tylko jego fragmentu tj. regionu inherentnie nieuporzadkowanego (IDRS,
ang. intrinsically disordered regions,) (77). IDPs/IDRs wystepuja jako bardzo dynamiczne
jednostki, zar6wno na poziomie struktury drugo- jak i trzeciorzgdowej (77). IDPS moga
wystegpowacé w trzech réznych stanach strukturalnych (Rys. 1.4): stanie stopionej globuli (MG,
ang. molten globule), stanie podobnym do stanu stopionej globuli (PMG, ang. premolten globule-

like) oraz w stanie kigbka statystycznego (ang. random coil). Stan MG jest najbardziej
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kompaktowym stanem sposréd trzech wymienionych powyzej (78). Bialka w stanie MG
charakteryzuja si¢ nienaruszong strukturg drugorzedowa, brakiem upakowanej oraz stabilnej
struktury trzeciorzedowej oraz zwickszong dost¢pnoscig regionéow dla proteaz (79). Biatka
w stanie PMG podobnie jak biatka w stanie MG nie posiadaja struktury trzeciorzedowej jednakze
zawieraja szczatkowa strukture drugorzedowa (80). Biatka w stanie PMG wykazuja mniejszy
stopien upakowania niz biatka w stanie MG, lecz charakteryzuja si¢ wickszym stopniem
upakowania niz biatka w stanie kiebka statystycznego. Stan ki¢bka statystycznego, najbardziej
nieuporzadkowany, charakteryzuje catkowity brak struktury drugorzedowej (80). Funkcja IDPs
moze wynikac z wystepowania tych stanéw 0raz przej$cia pomi¢dzy nimi. IDPs/IDRs sg szeroko
rozpowszechnione w kazdym z proteomow (81), na przyktad stanowig one odpowiednio okoto
26% oraz 36% ludzkich biatek (81).

SORNONYBE - m— (o <~
i R Sl Ry DIy Y
Stopiona globula /1’? *’& Kiebek statystyczny

R

Stan podobny do stanu stopionej globuli

Rysunek 1.4 Stany konformacyjne biatka

Funkcja biatka wynika z przyimowanej przez niego konformacji. Biatka mogq nalezec¢ do rodziny biatek
globularnych lub IDPs. Biatka z rodziny IDPs mogq przyjmowac trzy rdzne stany strukturalne: MG, PMG
oraz ktebka statystycznego. Rysunek zostat opracowany na podstawie (82).

Podobnie jak w przypadku bialek globularnych, ktérych struktura jest okreslona przez ich
sekwencje reszt aminokwasowych, tak IDPs/IDRs charakteryzuja si¢ specyficznym sktadem
reszt aminokwasowych. IDPs/IDRs odznaczaja si¢ zwigkszong zawarto$cig reszt obdarzonych
tadunkiem potaczong z niskg zawartoscig reszt hydrofobowych (83). Pokazano, ze brak stabilnej
struktury IDPs/IDRs jest spowodowany obecno$cia w tych biatkach wielu nieskompensowanych
naladowanych grup oraz niskiej zawartosci reszt hydrofobowych. Niska $rednia hydropatia oraz
wysoki tadunek moze przyczyniaé si¢ do braku struktury IDPs/IDRs w warunkach
fizjologicznych (84). Wysoka dostepnos¢ sekwencji znajdujacych si¢ w IDRs utatwia ich
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modyfikacje potranslacyjne takie jak fosforylacja, acetylacja, ubikwitynacja czy sumoilacja (77).
Podczas modyfikacji potranslacyjnej najczesciej dochodzi do zmian strukturalnych IDPs/IDRs
takich jak stabilizacja/destabilizacja przejsciowej struktury drugorzedowej lub faldowanie si¢
biatek (85, 86), co pozwala na modulacje funkcji biatek. Na funkcje IDPs moze mie¢ takze

wplyw proces alternatywnego splicingu (87).

Jedna z unikalnych wtasciwosci IDPs jest ich zdolno$¢ do interakcji z wieloma partnerami
biatkowymi (88). IDPs sg bardzo elastyczne i mogg modulowa¢ swojg strukture w rézny sposob
po zwigzaniu si¢ z roznymi partnerami biatkowymi (89). Na skutek wigzania partnerow, IDPs
mogg ulega¢ faldowaniu (90). IDPs czesto oddziatluja z innymi biatkami poprzez krotkie motywy
sekwencyjne tzw. MORFs (ang. molecular recognition features) oraz SLIMs (ang. short linear
motifs) (91). Motywy MORFs sg regionami nieuporzadkowanymi o dlugosci do 70 reszt
aminokwasowych (92), ktore ulegaja fatdowaniu po zwigzaniu do partneréw molekularnych (91,
92). MORFs mozna podzieli¢ na cztery grupy w zaleznosci od wzoru faldowania, ktoremu
ulegaja: o- MORFs tworza a-helisg, B-MORFs formuja struktury B, 1-MoRFs, tworzace
nieregularne struktury oraz complex-MORFs, ktore tworzg mieszaning struktur drugorzgdowych
(93). Motywy SLIMs sa krotsze i zawierajg od 3 do 10 reszt aminokwasowych (94). Sg
odpowiedzialne za posredniczeniec w oddzialywaniach biatko-biatko zwigzanych ze szlakami
sygnatowymi (95). W odroznieniu od MORFs, SLIMs zwigzane z partnerami biatkowymi, moga

tworzy¢ zarowno fragmenty uporzadkowane jak i nieuporzadkowane (96).

IDPs/IDRs petnig gtéwna role w sieci oddziatywan biatkowych, dzialajac jako tzw. biatka
weztowe (ang. hubs), ktore wspomagajg komunikacj¢ molekularng poprzez umozliwienie
oddzialywania biatko-biatko (93). Biatka weztowe uzywaja swoich IDRs do wigzania si¢
z partnerami molekularnymi. Istnieja dwa mechanizmy takiego oddziatywania (97).
W pierwszym z nich jeden IDRs wigze si¢ do wielu partnerow biatkowych. Natomiast w drugim
dochodzi do zwigzania wielu IDRs przez jednego partnera molekularnego (97). IDPs sa w stanie
wigza¢ wielu partnerow biatkowych z wysoka specyficzno$cia oraz niskim powinowactwem
(97), dzigki czemu moga uczestniczy¢ w procesach molekularnych takich jak przekazywanie
sygnatu, transkrypcja i translacja czy regulacja cyklu komoérkowego (78). St¢zenie IDPs
w komorkach jest Scisle regulowane. Biorgc pod uwage kluczowa role jaka odgrywaja IDPs, ich
mutacje oraz odbiegajace od normy stezenia tych biatlek w komorce sg zwigzane ze stanami
chorobowymi, jak na przyktad z nowotworami, chorobami uktadu krazenia, chorobami
neurodegeneracyjnymi oraz cukrzycg (98). Choroby neurodegeneracyjne oraz amyloidozy

stanowig najwicksza grupe chorob zwigzanych z anormalng konformacija biatek. Patogeneza tych
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choréb wynika z niepoprawnego faldowania biatka tzn. braku uzyskania przez niego
odpowiedniej funkcjonalnej konformacji. W konsekwencji IDP moze ulega¢ agregacji, przez co
traci swojg funkcje. Niektore z biatek posiadajg sktonno$¢ do przyjmowania patologicznej
konformacji, co staje si¢ widoczne wraz ze zwigkszonym stezeniem tych biatek. Biatkowe
agregaty moga wplywac na funkcje w poszczegdlnych tkankach oraz organach akumulujac si¢
w nich (98). Jednakze nie tylko niepoprawne faldowanie si¢ IDPS moze przyczyniaé si¢ do
rozwoju chordéb. Jak wspomniano powyzej, IDPs wykazuja si¢ strukturalng plastycznos$cia.
Przyjmowanie konformacji przez IDPs jest zalezne od S$rodowiska, ktérego zmiany moga
prowadzi¢ do zaburzenia funkcji polegajacej na nierozpoznawaniu partnerow biatkowych oraz

tworzenia niefunkcjonalnych agregatow (98).

1.3 BIOMINERALIZACIA

Biomineralizacja jest procesem tworzenia mineratow przez organizmy zywe. Powstate
W jego wyniku biomineraty sa strukturami sktadajacymi si¢ z frakcji nieorganicznej oraz
organicznej. Biomineratly nie tylko chronig organizmy zywe, czego przyktadem sa skorupy
mi¢czakow (99), ramienionogoéw (100) czy skorupa jaja kurzego (101) ale réwniez spetniajg
funkcje podporowe organizméw tak jak kosci (102), spikule gabek (103) czy szkielet
koralowcoéw (104). Biomineraly formuja takze otokonia u ssakow i otolity u ryb wchodzace
w sktad narzadu zmystu shuchu oraz zmystu réwnowagi (105). Wyrdznia si¢ ponad 60
biomineratow biorac pod uwagg ich frakcje nieorganiczng (106). Najbardziej znanymi
biomineratami sg te oparte na weglanie oraz fosforanie wapnia. Weglan wapnia jest najczesciej
wystepujacym mineratem w naturze (107). Wyrdznia si¢ sze$¢ znanych odmian polimorficznych
weglanu wapnia: pie¢ krystalicznych oraz jedng amorficzng (108). Wsréd form krystalicznych
znajdujg si¢ trzy formy bezwodne rdznigce si¢ symetrig struktury krystalicznej: trygonalny
kalcyt, rombowy aragonit i heksagonalny wateryt (Rys. 1.5) oraz dwie uwodnione:
monohydrokalcyt (CaCOxH20) oraz heksahydrat znany jako ikait (CaCO3x6H20) (108).
Trygonalny kalcyt oraz rombowy aragonit najpowszechniej wystepuja w naturze. Natomiast

heksagonalny wateryt stanowi forme¢ mniej stabilng oraz przejsciowa (108).
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Kalcyt Aragonit Wateryt

Rysunek 1.5 Odmiany polimorficzne weglanu wapnia

Na rysunku przedstawiono morfologie bezwodnych form weglanu wapnia: kalcytu, aragonitu oraz
waterytu. Rysunek zostat opracowany na podstawie (104).

Czynnikami, ktore okreslajg ksztalt, rozmiar, strukture oraz wtasciwos$ci biomineratéw sa
zarowno frakcje nieorganiczne jak i macierz organiczna (109), ktéora moze zawiera¢ substancje
nierozpuszczalne oraz rozpuszczalne. Nierozpuszczalng macierz stanowia czasteczki tworzace
rusztowanie dla osadzajacego si¢ mineratu np. chityna u bezkregowcow czy kolagen w kosciach
czy zg¢binie. Natomiast frakcje rozpuszczalng stanowig biatka, najczeSciej silnie natadowane
ujemnie, zawierajace wiele reszt Asp oraz Glu, ktore oddziatuja z jonami Ca?*, oraz te
posiadajace reszty modyfikowane potranslacyjnie, np. przez fosforylacj¢. Bialka mogg mieé
zarbwno wplyw bezposredni jak i posredni na proces biomineralizacji. Posrednio moga braé¢
udzial w transporcie 0raz wiazaniu jonéw lub oddziatywaé¢ z innymi biatkami, co moze
skutkowa¢ ich zmianami strukturalnymi. Biatka moga rowniez bezposrednio wplywa¢ na
morfologie krysztaldow powstajagcych biomineratow, a takze modulowaé kinetyke oraz
termodynamike wzrostu krysztaldow poprzez oddzialywanie z ich powierzchnig. Biatka sa
w stanie spetnia¢ funkcje nukleatorow i prowadzi¢ do zwigkszenia rozmiarow zarodkow
krysztaldow czy nawet powstawania nowych zarodkoéw (109). Dodatkowo moga bra¢ udziat
w regulacji procesu nukleacji, aby wptywaé na sie¢ krystaliczng oraz orientacje krysztalow
(109).

Wigkszos¢ biatek, ktore sa zaangazowane w proces biomineralizacji nalezy do rodziny
IDPs (110). IDPs sa biatkami o charakterze kwasowym oraz asymetrycznym, wydtuzonym
ksztalcie, ktory zapewnia wigksza powierzchnie wigzania niz kompaktowa struktura biatek
globularnych. Cechy te moga mie¢ znaczenie w hamowaniu wzrostu krysztatlow poprzez
oddzialywanie biatka z siecig krystaliczng (111). Jak juz wcze$niej byto wspomniane, IDPs moga
oddziatywaé¢ z wicloma partnerami biatkowymi, tworzac ztozone kompleksy, co jest bardzo

wazne w procesie prawidlowego tworzenia si¢ biomineralow (77). Dodatkowo zwigzanie
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partneréw molekularnych przez IDPs moze modulowac strukturg biatek, np. poprzez faldowanie,
co ulatwia oddziatywanie z innymi partnerami molekularnymi (112). Jony Ca?* stanowig czesto
kluczowy sktadnik biomineratéw. Podczas pierwszej fazy biomineralizacji dochodzi do
zwiazania jonéw Ca?" ze srodowiska przez ujemnie natadowane reszty aminokwasowe (113).
IDPs dzigki swojemu kwasowemu charakterowi oraz wydtuzonej konformacji moga wigza¢ duze
ilosci jonow dwuwarto$ciowych, m.in. jonéw Ca?* (79). IDPs moga ulegaé¢ réznego rodzaju
modyfikacjom potranslacyjnym, co pozwala na kontrole ich oddzialywania z nierozpuszczalng
macierzg oraz modulacje ich roli w procesie biomineralizacji (114). Jednym z najczgsciej
spotykanych rodzajow modyfikacji jest fosforylacja, ktéra pozwala na zmian¢ punktu
izoelektrycznego biatka oraz zwigkszenie jego kwasowego charakteru (115, 116). Zawierajace
zmodyfikowane w ten sposob reszty aminokwasowe IDPs mogag bardziej efektywniej wigzaé
jony Ca?* (117).

1.3.1 Biatko Nucb2 a proces biomineralizacji

Skorupa jaja kurzego (Rys. 1.6) sktada si¢ z czeSci mineralnej zlozonej z kalcytu
(> 96%), macierzy organicznej oraz magnezu, fosforu i r6znych pierwiastkow sladowych, ktore
nadajg jej odpowiednie mechaniczne wiasciwosci (101). Proces tworzenia si¢ skorupy jaja
kurzego trwa okoto 17 h i jest podzielony na 3 etapy (101). Pierwszy etap odpowiada inicjacji
biomineralizacji 1 trwa okoto 5 h. W jego trakcie dochodzi do osadzania si¢ pierwszych
krysztatbw kalcytu na powierzchni blon zewnetrznych skorupy jaja kurzego. Miejsca
zarodkowania stajg si¢ zaczatkami dla stozkow mamiliarnych (101). Drugi etap polega na
tworzeniu warstwy palisadowej poprzez szybki wzrost krysztatow kalcytu i zachodzi w czasie
10 h. Ostatni etap trwa okoto 1,5 h i odpowiada zakonczeniu procesu mineralizacji (101).
Podczas catego procesu dochodzi do osadzenia si¢ 6 g weglanu wapnia (101). Mineralizacja
skorupy jaja kurzego jest najszybszym znanym procesem biomineralizacyjnym, dzigki czemu
moze by¢ wykorzystywana w badaniach jako proces modelowy (118). Procesy, ktore zachodza
podczas mineralizacji skorupy jaja kurzego mozemy odnies¢ do innych procesow
mineralizacyjnych, m. in. formowania si¢ zbudowanych z we¢glanu wapnia otokoniow
u kregowcow (118). Biatko Nucb2 z Gallus gallus, bedace obiektem badawczym niniejszej
pracy, zostato odkryte podczas analiz proteomicznych jako biatko zwigzane ze stozkami warstwy
mamilliarnej skorupy jaja kurzego (118). Bialka zwigzane z ta warstwa uczestniczg we
wczesnych etapach biomineralizacji skorupy jaja (118). Stozki mamilliarne (Rys. 1.6) zawieraja

ciatka zapasowe wapnia, ktore sg podatne na rozpuszczanie i dostarczajg wapnia niezbgdnego do
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wzrostu zarodka (119, 120). Fakt ten sugeruje, ze Nucb2 z Gallus gallus moze by¢ zaangazowane

w procesy biomineralizacyjne.

Kutikula\

Warstwa krysztatu

Warstwa palisadowa

Stozek mamilliarny

Warstwa
mamilliarna

4 Btona zewnetrzna
Btona wewnetrzna

Rysunek 1.6 Schematyczny przekréj poprzeczny przez skorupe jaja kurzego

Skorupa jaja kurzego jest zbudowana z 6 warstw. Zaczynajgc od wnetrza, wyrdzniamy: bfony
komdrkowe, warstwe mamilliarng, warstwe palisadowq, warstwe krysztatu oraz kutikule. Stozki
mamilliarne sq zaczqtkami krysztatow, na ktorych dochodzi do rozpoczecia procesu krystalizacji skorupy
jaja kurzego. Stozki mamiliarne stanowiq takze gtdwne Zrddto wapnia podczas rozwoju zarodka (119).

Ludzki homolog Nucb2/nesfatyny-1 moze bra¢ udziat w procesie osteogenezy (121).
Badania przeprowadzono na samicach szczuréw pozbawionych jajnikow, pokazaty, ze
podawanie poprzez wstrzykniecie Nuch2/nesfatyny-1 przez 60 dni wywotato znaczne az 10%
zwiekszenie gestosci mineralnej kosci (121). Test aktywnos$ci fosfatazy alkalicznej, ktora jest
wykorzystywana jako marker roznicowania si¢ osteoblastow, pokazal, ze Nucb2/nesfatyna-1
W obecnosci ludzkiego rekombinowanego biatka morfogenetycznego kosci (BMP, ang. bone
morphogenetic protein) prowadzi do znaczacego zwigkszenia stezenia alkalicznej fosfatazy
w komorkach mysiej linii komorkowej (121). Wyniki te sugerujg udzial Nucb2/nesfatyny-1
W procesie roznicowania si¢ i mineralizacji osteoblastow. Dodatkowo badania in vitro
przeprowadzone na mutantach Nucb2/nesfatyny-1, wykazaty, ze reszty Arg-60, Arg-63 oraz
Ser- 72 moga by¢ odpowiedzialne za osteogenne dziatanie Nucb2/nesfatyny-1 (121). Pokazano,
ze obecnos¢ Nucb2/nesfatyny-1 prowadzi do redukcji aktywno$ci fosfatazy zasadowej
winiano- opornej (TRAP, ang. tartrate resistant alkaline phosphatase), ktora jest markerem
aktywnoS$ci osteoklastow. Powyzszy wynik sugeruje, ze Nucb2/nesfatyna-1 moze rowniez
wplywa¢ na zahamowanie procesu tworzenia si¢ osteoklastow (121), a tym samym moze brac¢

udziat w kontroli metabolizmu kosci poprzez stymulacje réznicowania si¢ oraz mineralizacji
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osteoblastow z rownoczesnym hamowaniem roznicowania si¢ osteoklastow (121). Sugeruje sie,

ze biatko to moze by¢ w przysztosci wykorzystywane w terapii osteoporozy (121).

1.4 WIAZANIE JONOW METALI PRZEZ BIAtKA

Jony metali biorg udziat w regulacji wielu proceséw fizjologicznych oraz sa niezbedne do
prawidlowego funkcjonowania prawie 30% wszystkich poznanych biatek. Kationy metali
poprzez wiagzanie z biatkami, moga spetnia¢ dwie role: strukturalng poprzez stabilizacje
czasteczki biatka oraz funkcjonalng, aktywujac bialko oraz wuczestniczac w reakcji
enzymatycznej (122). Wigzanie jonéw metali wywotuje znaczne zmiany w strukturze biatka.
Wysoki tadunek wystepujacy w jonach musi byé skompensowany poprzez przeciwnie
natadowane grupy funkcjonalne biatka. W pozbawionym jonéw metali biatku natadowane
funkcjonalne reszty znajduja si¢ daleko od siebie. Dopiero zwigzanie jonoéw metali powoduje, ze
reszty aminokwasowe zblizajg si¢ do siebie co w konsekwencji prowadzi do duzych zmian
strukturalnych. Do zmian moze dochodzi¢ zaréwno we fragmencie jak i w calej czasteczce
biatka, co moze wplywac nawet na jego stan oligomeryczny (122). Wyréznia si¢ 12 metali, ktore
sa kluczowe dla organizméw zywych (123). Jony takie jak Ca®*, Mg?* oraz Zn?* naleza do
najbardziej istotnych ze wzgledu na ich wysokg zawarto$¢ w organizmie (124-126).

Wapn jest pigtym najwazniejszym pierwiastkiem na Ziemi, ktory odznacza si¢ liczba
koordynacyjng 4-8 oraz szybka kinetyka wigzania, co utatwia mu interakcj¢ z wieloma réznymi
ligandami (127). W wielokomorkowych organizmach eukariotycznych, stezenie jonéw Ca®* jest
$ci$le regulowane poprzez caly repertuar biatek takich jak kanaty Ca?*, transportery Ca®* oraz
receptory Ca?* (128). Catkowite stezenie Ca®* w ptynach pozakomoérkowych wynosi okoto
2,2- 2,6 mM (129). W komoérkach stezenie Ca?* jest utrzymywane na o wiele nizszym poziomie,
w  zakresie od 107 do 10® M (129). W organellach takich jak retikulum endoplazmatyczne,
aparat Golgiego czy wakuole, stezenie Ca®' znajduje sie w zakresie mikromolarnym.
Nierozpuszczalny wapn stanowi najliczniej wystepujacy mineral w ludzkim ciele (okoto 1 kg),
z 99% zawarto$ciag Ca w formie fosforanu wapnia znajdujacego si¢ w kosciach (130).
Dodatkowo jony Ca?" spehiaja role uniwersalnych przekaznikow sygnaldow poprzez
oddziatywanie z biatkami rdéznigcymi si¢ powinowactwem (nM do mM) w komodrkach
eukariotycznych (130). Jony Ca?* modulujac aktywno$¢ biatek, moga uczestniczy¢ w wielu
procesach  biologicznych  obejmujacych  sekrecje  hormondow, skurcze migéniowe,
neurotransmisje czy apoptoze (131). Gloéwna grupa biatek, ktorych funkcja zalezy od jonow Ca?*
sg biatka z rodziny biatek domen dtoni EF (132, 133). Biatka posiadajgce motyw dtoni EF mozna

podzielié¢ na dwie klasy: biatkowe sensory Ca®* oraz bufory Ca?*. Sensory Ca?* sg to biatka, ktore
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ulegaja zmianom konformacyjnym indukowanym przez Ca?*, co skutkuje odslonieciem ich
hydrofobowej powierzchni, ktéra stanowi plaszczyzng do oddzialywania z partnerami
molekularnymi (132). Najbardziej znanym biatkowym sensorem Ca®* jest kalmodulina (134).
Natomiast, biatkowe bufory Ca?* uczestnicza w inaktywacji sygnahu, zaleznego od jonow Ca?*,

chronigc komérki przed toksycznym efektem jonéw Ca?* (135).

Jony Mg?* odgrywaja kluczowa role w wielu procesach biologicznych. Mg?* biorg
udzial  stabilizacji struktur bialek oraz grup fosforanowych lipidéw btonowych na skutek
zwigzania sie do powierzchni czasteczek (136, 137). Jony Mg?* uczestnicza w katalizie oraz
aktywacji ponad 300 enzyméw i sg kluczowe w procesach transportu, przechowywania oraz
wykorzystywania energii (138, 139). Procesy takie jak metabolizm ATP, skurcz migéni, funkcje
neurologiczne oraz uwalnianie neurotransmiterow sa zalezne od Mg?* (140). Jony Mg?",
W odréznieniu do Ca®*, wystepuja w komorkach w stosunkowo statym stezeniu w zakresie mM,
skutkiem czego s3 latwo dostepne dla oddziatywan z biatkami (141). Jony Mg?* oraz Ca*
odznaczaja sie identycznym tadunkiem oraz podobnymi promieniami jonowymi. Jon Ca?* ma
nieco wickszy promien jonowy (1,0-1,12 A) niz jon Mg?* (0,57 -0,72 A) (142). Aby wiasciwie
regulowaé¢ odpowiednie $ciezki sygnalowe, biatka wigzace jony Ca?" musza byé w stanie
odrdzniac te dwa jony. W tym celu wykorzystuja roznice w zachowaniu obu jonow. Kompleksy
jonéw Mg?" zazwyczaj koordynuja mniejsza liczbe ligandow niz kompleksy jonéw Ca?*,
przyjmujac oktaedryczng geometrie z 6 ligandami (142). Jony Ca?* wykazuja wieksza zmienno$¢
liczby koordynacyijnej oraz geometrii. Jon Ca?* jest koordynowany przez 7 lub 8 ligandow (13).
Dodatkowo dtugo$¢ wigzania Ca?*-ligand jest bardziej zmienna niz w przypadku wigzania Mg?*-

ligand. Jony Mg?* ulegaja takze o wiele wolniejszej wymianie niz jony Ca?* (13).

Sposrod wszystkich jonow metali przejsciowych spotykanych w organizmach zywych, jony
Zn?* sg najbardziej rozpowszechnione (143). Analizy bioinformatyczne pokazaty, ze w wigzaniu
jondw Zn?* uczestniczy okoto 10% biatek ludzkiego genomu (144). Jony Zn?* moga wiazaé od
4-6 reszt aminokwasowych w tetraedrycznej lub oktaedrycznej geometrii. Najczestszymi
ligandami jonow Zn?* sa atomy azotu His, atomy siarki Cys oraz atomy tlenu Asp oraz Glu (145,
146). Istnieje wiele motywow wigzania jonow Zn?*. Najczeéciej wystepujacym motywem
wigzania jonow Zn?* jest tzw. domena palca cynkowego PPa z motywem 2Cys-2His (147).
Jednakze motywy: 4Cys, Asp-3His, 3Cys-His oraz 2 Asp-2Glu, sa rownie czgsto spotykane (148,
149). Jony Zn?* maja wieksze powinowactwo do biatek niz jony Mg?* czy Ca?* (150). WartosCi
stalych dysocjacji biatek wiazacych jony Zn?* wahaja sic w zakresie od pikomolarnego do

femtomolarnego (145). Catkowite stezenie Zn?* w komorce jest rzedu kilkuset mikromoli (151).
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Jednakze stezenie wolnych jonéw Zn?* jest na poziomie pikomolarnym, co jest skutkiem
wysokiego powinowactwa Zn?* do biatek (151). Stezenie Zn?" podlega $cislej regulacji ze
wzgledu na to, ze zardwno zbyt wysokie jak i zbyt niskie stezenie jonow Zn?* jest niekorzystne
dla komérek (152). Utrzymanie homeostazy jonéw Zn?* wynika ze skoordynowanego dziatania
roznych biatek takich jak transportery Zn?* czy metalotioneiny, ktére s3 zaangazowane
w pobieranie, wydzielanie oraz magazynowanie jonéw Zn?* (153). Organizmy eukariotyczne
charakteryzuja sie takze kompartmentacja wewnatrzkomoérkowego Zn?*, ktora pozwala na
wykorzystanie jonow Zn?* przy jednoczesnym zachowaniu niskiego stezenia wolnych jonow
Zn?*. Zapobiega to niespecyficznemu wigzaniu sie jonéw Zn?* z biatkami (150). Dodatkowo
duze iloéci jondéw Zn** sa akumulowane w wielu komorkach oraz tkankach. Okoto 20% Zn?*
wystepuje w pecherzykach synaptycznych neuronéw w hipokampie i korze mozgowej (154).
Prostata (155, 156) oraz komorki B trzustki (157) stanowig kolejne tkanki o wysokiej zawartosci
jonow Zn2*. Jony Zn?*, jako czasteczki sygnalowe, podobnie jak jony Ca?*, moga uczestniczy¢
w przekazywaniu informacji migdzy oraz w komorkach. Zwigkszenie st¢zenia wolnych jonow
Zn?* moze odbywaé si¢ na trzy sposoby: uwolnienie jonéw Zn?* z kompleksoéw z biatkami,
uwolnienie jonéw Zn?* z pecherzykéw do przestrzeni zewnatrzkomoérkowej oraz uwolnienie
jonow Zn?* z pecherzykow wewnatrzkomorkowych (158, 159). Kontrolowany wzrost stezenia
Zn?* odpowiada za regulacje funkcji biatek oraz réznych proceséw komoérkowych (160).
Jednakze niekontrolowane zmiany stezenia jonéw Zn?* s3 zwigzane z rozwojem choréb
neurodegeneracyjnych (161) oraz zaburzeniami psychicznymi takimi jak depresja (162).
Wigzanie jondw Zn?* wptywa na morfologie oraz kinetyke procesu agregacji duzej ilosci biatek
tworzacych amyloidy takich jak amyloid B (163), B-2-mikroglobulina (164) czy amyloidowy
polipeptyd wyspowy (165). Wysokie stezenie jonéw Zn?* moze takze prowadzi¢ do precypitacji

bialek oraz tworzenia przej$ciowych, szkodliwych agregatow biatkowych (166).
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2 CEL PRACY

Nadrzednym celem pracy doktorskiej byta charakterystyka molekularna Nucb2 z Gallus
gallus (Kura bankiwy). Cele szczegdtowe projektu obejmowaty:

e opracowanie skutecznej procedury oczyszczania Nucb2 oraz nesfatyny-3 z Gallus
gallus, jednego z produktéw proteolitycznego procesowania Nucb2

e przeprowadzenie analiz biochemicznych obu biatek

e zbadanie oddziatywania Nucb2 oraz nesfatyny-3 z Gallus gallus, z naturalnymi
ligandami — jonami Ca?*, Zn?* oraz Mg?"

e przeprowadzenie testu aktywnosci biomineralizacyjnej in vitro Nucb2 z Gallus
gallus
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3 MATERIALY | METODY

3.1 MATERIALY

3.1.1 Spis odczynnikdw i materiatéw

Tabela 3.1 zawiera spis odczynnikow uzywanych podczas realizacji pracy doktorskiej.
Wszystkie wykorzystane odczynniki charakteryzujg si¢ czystoscig cz.d.a lub wigkszg. Podczas

eksperymentow wykorzystano wode oczyszczang w aparacie Mili-Q Plus (Millipore).

Tabela 3.1 Spis odczynnikéw wykorzystywanych w trakcie realizacji pracy doktorskiej

Odczynnik Producent
2-merkaptoetanol Pierce
Agar Invitrogen
Agaroza Roth
Akrylamid Mix Roth
ANS Roth
ATTO 488 Roth
Blekit bromofenylowy BDH Chemicals
Bromek etydyny Roth
Chloramfenikol Roth
Chlorek cynku (ZnCly) Roth
Chlorek magnezu (MgCly) Merck
Chlorek sodu (NaCl) Roth
Chlorek wapnia (CaCly) Roth

Coomasie Brilliant Blue R-250 | Serva
(CBB R-250)
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Deoksyrybonukleaza | (DNAza Sigma
1)

dNTP Thermo Fisher Scientific

Dodecylosiarczan sodu (SDS) Roth

Dwuwodorofosforan Sigma

monosodowy ( NaH2POx)

EDTA Roth

Endonukleaza restrykcyjna | Thermo Fisher Scientific
Hindlll

Endonukleaza restrykcyjna Sacl ~ Thermo Fisher Scientific
Etanol 96% POCH S. A.

Fluorek fenylometylosulfonylu = Sigma

(PMSF)

Fosfataza alkaliczna FastAP Thermo Fisher Scientific
Glicyna Roth

HRV3C Sino Biological

Imidazol Merck

Izopropylop-D-1- Roth

tiogalaktopiranozyd (IPTG)

Karbenicylina Roth
Kwas solny (HCI) POCHS. A.
Kwas borny Roth

Kwas  4-(2-hydroksyetylo)-1- | Roth
piperazynoetanosulfonowy
(HEPES)
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Ligaza DNA faga T4 Thermo Fisher Scientific

Medium LB Invitrogen
Medium TB Novagen
Metanol POCH S. A.
NaNaN’aN,_ ROth
tetrametyloetylenodiamina

(TEMED)

Nadsiarczan amonu (APS) Sigma
NaOH POCH S.A.

Polimeraza  Phusion  High- | Thermo Fisher Scientific

Fidelity
Przeciwciata Anty-His Clontech
Przeciwciata HAMPO Vector Laboratories
RNaza A Sigma
Siarczan amonu Roth
Tris-HCI Roth
Wodoroweglan amonu | POCH S.A.
(NH4HCO3)

3.1.2 Plazmidy

3.1.2.1 Plazmidy Zrédfowe

Sekwencja cDNA kodujaca Nucb2 bez peptydu sygnatowego zostala zoptymalizowana w celu
uzyskania wydajnej ekspresji w komorkach bakteryjnych Escherichia coli. Tak przygotowana sekwencja
zostala zsyntetyzowana w plazmidzie p-MAT przez firme¢ Thermo Fisher Scientific. Konstrukt pQE-
80L/Nucb?2 zostat przygotowany podczas realizacji pracy magisterskiej (167).
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3.1.2.2 Plazmidy ekspresyjne

Sekwencja cDNA kodujagca Nucb2 jak i nesfatyng-3 zostata wklonowana do wektora
pQE- 80L_HRV3C (Rys. 3.1) Wektor ten jest pochodng wektora pQE-80L (Qiagen), ktora zostata
przygotowana w naszym laboratorium. Wektor pQE-80L_HRV3C wprowadza do docelowego biatka na
koncu aminowym znacznik 6-histydylowy (6xHis) oraz miejsce trawienia rozpoznawane przez proteaze
HRV 3C. Pozwala to na uzyskanie biatka pozbawionego znacznika 6xHis w trakcie procedury
oczyszczania.

L

pQE-80L_HRV3C
4886 bp

lac I°

Rysunek 3.1 Mapa wektora pQE-80L_HRV3C

Wektor pQE-80L_HRV3C pozwala na pozbycie sie znacznika 6xHis z korica aminowego biatka poprzez
trawienie proteazqg HRV 3C. Wektor ten zawiera: lac O - operator laktozowy, RBS — miejsce wigzania
rybosomu, ATG - kodon start, 6xHis — znacznik histydylowy, HRV 3C — miejsce trawienia przez proteaze
HRV 3C, MCS — miejsce wielokrotnego klonowania, Amp® — gen nadajgcy opornosé na ampicyline, Col E1
— miejsce poczqtku replikacji, lac 17 — gen kodujgcy represor laktozowy.

3.1.3 Oligonukleotydy

Za pomoca reakcji tancuchowej polimerazy (PCR, ang. polymerase chain reaction)
wprowadzono do sekwencji cDNA kodujacej Nuch2 oraz nesfatyne-3 miejsca restrykcyjne Sacl oraz
Hindlll. W tabeli 3.2 przedstawiono sekwencje starterow (Genomed), ktére wykorzystano podczas
wprowadzenia odpowiednich miejsc restrykcyjnych, a takze weryfikacji poprawnosci wklonowania

sekwencji cDNA za pomocg PCR kolonijnego.
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Tabela 3.2 Sekwencje oligonukleotydow wykorzystanych podczas procesu klonowania
Na czerwono zaznaczono sekwencje wprowadzanych miejsc restrykcyjnych.

Nazwa Sekwencja Rodzaj startera = Zastosowanie

oligonukleotydu

ggNucbh2_F1 gcgcgagctcGTGCCGATTGAT przedni, Sacl PCR
geNesf3_F1 gcgcgagctcGAATATCTGAAAACCCTGG | przedni, Sacl PCR
ggNucb2_R1 gcgcaagcttCGGATGAACCTGAT tylny, Hindl1l PCR
pQE-80L_F CGGATAACAATTTCACACAG przedni PCR kolonijny
pQE-80L_R GTTCTGAGGTCATTACTGG tylny PCR kolonijny

3.1.4 Szczepy bakteryjne

W trakcie realizacji pracy doktorskiej wykorzystywano dwa rodzaje szczepow bakteryjnych
E. coli. W tabeli 3.3 przedstawiono ich charakterystyke.

Tabela 3.3 Charakterystyka wykorzystanych szczepow E. coli
Szczep E. coli Genotyp
TOP10 F— mcrA A(mrr -hsd RMS -mcr BC)

®80lacZAM15 AlacX74 recAl araD139 A(ara
leu) 7697 galU galK rpsL (StrR) endAl nupG

BL21(DE3)pLysS F—ompT hsdS(rB — mB —) gal dcm A (DE3)
pLysS (Camr ) ( A(DE3): lacl, lacUV5-T7

gene 1, ind1, sam7, nin5)

Komorki bakteryjne TOP10 wykorzystywano podczas amplifikacji DNA, natomiast komorki
BL21(DE3)pLysS byty wykorzystywane do ekspres;ji biatek rekombinowanych.
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3.1.5 Podtoza hodowlane i antybiotyki

Tabela 3.4 Sktad uzytych podtéz hodowlanych

Podtoze ptynne LB Podtoze ptynne LB-agar pH 7,5
Ekstrakt drozdzowy 5,0 g/l Ekstrakt drozdzowy 5,0 g/l
Hydrolizat kazeinowy | 10,0 g/I Hydrolizat kazeinowy 10,0 g/l
NacCl 10,0 g/l NacCl 10,0 g/I
- Agar 15,0 g/l

Podtoze ptynne TB

Ekstrakt drozdzowy 24,0 g/I

Hydrolizat kazeinowy 12,0 g/l

Glicerol 4 ml/l

KH,PO4 x 2H,0 2,31 g/l

KH2PO4 12,54 g/|
Antybiotyki

Chloramfenikol (roztwor w 96% etanolu) 70 mg/ml

Karbenicylina (roztwor wodny) 100 mg/ml
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3.1.6 Bufory

3.1.6.1 Bufory iroztwory wykorzystywane podczas pracy z DNA

3.1.6.1.1 Roztwory wykorzystywane podczas oczyszczania DNA plazmidowego wedtug procedury
NucleoBond® (MACHEREY-NAGEL)

Tabela 3.5 Skfad roztworow uzytych podczas oczyszczania plazmidowego DNA

Bufor S1 pH=8,0 Roztwor S2
Tris-HCl 50 mM NaOH 200 mM
EDTA 10 mM SDS 1%
RNAza A 100 pg/ml
Bufor S3 pH=5,1 Bufor N2 pH=6,3
Octan potasu 2,8 mM Tris 100 mM
etanol 15%
Bufor N3 pH=6,3 KCl 900 mM
Tris 100 mM Triton X-100 0,15%
Etanol 15%
KCl 1,15 M Bufor N5 pH=6,3
Tris 100 mM
etanol 15%
KCI 1M

3.1.6.1.2 Roztwory wykorzystywane podczas elektroforezy w zelu agarozowym

Tabela 3.6 Sktad roztwordow uzytych podczas elektroforezy w zelu agarozowym

Bufor TE Bufor 10xTBE

Tris-HCI 10 mM Tris-HCI 890 mM

EDTA 1mM HsBO3 890 mM

pH 7,8 EDTA 20 mM
pH 8,3
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3.1.6.1.3 Roztwory wykorzystywane podczas elektroforezy w zelu poliakrylamidowym (SDS-PAGE) oraz
analizy Western blot

Rozdzial elektroforetyczny bialek prowadzono w ukladzie niecigglym wedlug

Laemmli’ego (168). W pracy nad Nucb2 wykorzystywano zel rozdzielajacy 10%, natomiast

W pracy poswieconej nesfatynie-3 wykorzystano zel 15%.

Tabela 3.7 Sktady uzytych zeli poliakrylamidowych

Sktadnik Zel zageszczajacy 4% - Zel rozdzielajacy 10% - | Zel rozdzielajacy
stezenia sktadnikow stezenia sktadnikow 15% - stezenia

sktadnikéw

Akrylamid MIX 0,133% (v/v) 0,333% (v/v)

Tris-HCI (pH=6,8) 0,125 M - -

Tris-HCI (pH=8,8) - 0,375 M

SDS 0,1% (w/v) 0,1% (w/v) 0,1% (w/v)

APS 0,05% (w/v) 0,05% (w/v) 0,05% (w/V)

TEMED 1% (v/v) 1% (v/v) 1% (v/v)

Tabela 3.8 Sktady buforow uzytych do SDS-PAGE

10x Bufor do SDS-PAGE Bufor do nanoszenia probek (4xSD)
Tris 125 mM Tris-HCI 250 mM
Glicyna 960 mM SDS 8% (w/v)
SDS 0,1% (w/Vv) B-merkaptoetanol 20% (v/v)
pH 6,8 glicerol 40% (v/v)

btekit bromofenolowy | 0,01 % (v/v)
pH 6,8

Tabela 3.9 Sktady buforow wykorzystywanych podczas analizy Western blot

Bufor do transferu (1x) Bufor 5xTN

Tris 5mM Tris-HCI 50 mM
Glicyna 38,5 mM NaCl 750 mM
pH 8,3

Roztwoér do blokowania
Bufor TN (1x)

Mleko odttuszczone 3%
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Wykorzystano 10000- krotne rozcienczenie przeciwcial Anty-His oraz HAMPO w roztworze do
blokowania.

Detekcje prowadzono za pomocg roztworéw substratow A i B Pierce® ECL Plus Western Blot
Substrate.

Tabela 3.10 Sktad roztworéw uzytych do barwienia zeli poliakrylamidowych

Roztwor do barwienia (Coomasie Brilliant Roztwor do odbarwiania

Blue)
CHsOH 40% (v/v) CHsOH 40% (v/v)
CHsCOOH 10% (v/v) CHsCOOH 10% (v/v)

Coomasie Blue 250R 0,4% (w/V) -

3.1.6.2 Bufory wykorzystywane podczas preparacji Nucbh2
Tabela 3.11 Sktady buforéw wykorzystywanych podczas preparacji Nucb2

Bufor R Bufor E

Na;HPO, 50 mM Na;HPO4 50 mM

NaCl 300 mM NaCl 300 mM

pH 7,0 imidazol 200 mM
pH 7,0

Bufor A Bufor B

Tris-HCI 20 mM Hepes 20 mM

NaCl 150 mM NaCl 150 mM

pH 7,5 pH 7,5

3.1.6.3 Bufory wykorzystywane podczas preparacji nesfatyny-3

Tabela 3.12 Sktady buforow wykorzystywanych podczas preparacji nesfatyny-3

Bufor R Bufor E

Na;HPO4 50 mM Na;HPO4 50 mM

NaCl 300 mM NaCl 300 mM

pH 7,0 imidazol 200 mM
pH 7,0

Bufor HIC A Bufor HIC B

NaH,PO4 50 mM NaH;PO4 50 mM

(NH4)2S04 700 mM pH 7,0

pH 7,0

Bufor A Bufor B

Tris-HCI 20 mM Hepes 20 mM

NacCl 150 mM NaCl 150 mM

pH 7,5 pH 7,5
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3.1.6.4 Bufory wykorzystane podczas chromatografii odwrdconych faz

Tabela 3.13 Sktady buforow wykorzystywanych podczas chromatografii odwroconych faz

Bufor RPC A Bufor RPC B

HCOONH,4 15 mM HCOONH,4 15 mM

HCOOH 0,1% HCOOH 0,1%
Acetonitryl 70%

3.1.6.5 Bufory wykorzystywane podczas wymiany izotopowej proton-deuter sprzezonej ze
spektrometrig mas

Tabela 3.14 Sktad buforu ,,stop”

Bufor ,,stop”

2 M glicyna

pH=2,5

Bufor ,,stop” zostat przygotowany na bazie H,O oraz D;0.
3.1.7 Standardy masowe DNA oraz biatek

Do identyfikacji ruchliwosci elektroforetycznej czasteczek DNA w zelu agarozowym
uzywano dwoch standardow wagowych DNA: GeneRuler™ 100 bp Plus DNA Ladder,
ready- to-use oraz GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder, ready-to-use (Thermo Scientific).

Do identyfikacji masy czasteczkowej bialek na zelu poliakrylamidowym wykorzystano
biatkowe standardy wagowe: PierceTM Unstained Protein Molecular Weight Marker (Thermo
Scientific).
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3.2 METODY

3.2.1 Podstawowe techniki pracy z DNA
Podczas klonowania molekularnego korzystano z standardowych protokot dostepnych
w literaturze oraz procedur dostarczanych przez producenta odczynnikéw. W Kkolejnych

podrozdziatach opisano procedury opracowane samodzielnie.

Tabela 3.15 Techniki wykorzystywane podczas pracy z DNA

Eksperyment Procedura

Amplifikacja DNA metoda PCR (169)

Trawienie enzymami restrykcyjnymi (169)

Ligacja (169)

Oczyszczanie DNA po reakcjach Instrukcja producenta firmy A&A Biotechnology

enzymatycznych (Clean-Up®, Gel-Out®)

PCR kolonijny (169)
Przygotowanie komérek kompetentnych (169)
Transformacja komorek kompetentnych (169)
Elektroforeza DNA w zelu agarozowym (169)
Oznaczenie stezenia i czystosci DNA (169)
Sekwencjonowanie metodg Sangera (169)
Izolacja DNA z zelu agarozowego (169)

3.2.2 Podstawowe techniki pracy z biatkami

Tabela 3.16 Techniki wykorzystywane podczas pracy z biatkami

Eksperyment Procedura

Elektroforeza w zelu poliakrylamidowym (168)
Barwienie biatek Coomassie Brilliant Blue R250 (170)
Western blotting (167)
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3.2.3 Przygotowanie plazmidéw ekspresyjnych

Reakcja tancuchowej polimerazy (PCR) zostata wykorzystana w celu wprowadzenia
odpowiednich miejsc restrykcyjnych: Sacl i Hindlll do sekwencji cDNA kodujacej Nucbh2 oraz
nesfatyne-3 oraz ograniczenia liczby aminokwaséw  pochodzacych z  wektora
pQE- 80L/HRV3C. Matryce stanowit konstrukt pQE-80L/Nucb2 (167). Reakcje prowadzono
w standardowej objetosci 50 pl z wykorzystaniem par starterow przedstawionych w tabeli 3.1.
Uzyskane produkty PCR zostaly oczyszczone za pomoca zestawu Clean-Up® (Rozdziat 3.2.1)
oraz przeanalizowane podczas elektroforezy w zelu agarozowym (Rozdziat 3.2.1). Nast¢pnie
produkty PCR byly poddawane reakcji trawienia odpowiednimi enzymami restrykcyjnymi. Tak
otrzymane fragmenty ligowano =z wektorem pQE-80L/HRV3C (Rozdziat 3.1.2),
zdefosforylowanym oraz zlinearyzowanym odpowiednimi enzymami restrykcyjnymi.
Mieszaning poligacyjng transformowano (Rozdziat 3.2.1) komorki kompetentne E. coli szczepu
Top10 (Rozdziat 3.1.4) i wysiewano je na ptytki z podtozem ptynnym LB-agar (Rozdziat 3.1.5),
zawierajace karbenicyling o stezeniu 50 pg/ml. Po catonocnej inkubacji w 37°C, z plytek
pobierano kilka klonéw, ktore stanowity matryce do przeprowadzenia reakcji PCR kolonijnego
(Rozdziat 3.2.1) w celu weryfikacji poprawnosci wklonowania odpowiednich insertow do
wektora. Otrzymane produkty analizowano za pomoca elektroforezy w zZelu agarozowym.
Nastegpnie wybrane klony namnazano i izolowano za pomocg zestawu NukleoBond® (Rozdziat
3.1.6.1.1). W celu weryfikacji poprawnos$ci klonowania, wyselekcjonowane klony poddawano

sekwencjonowaniu w firmie Genomed S.A. w Warszawie (Rozdziat 3.2.1).

3.2.4 Ekspresja rekombinowanych biatek

Komorki kompetentne szczepu BL21(DE3)pLysS E. coli zostaly stransformowane
odpowiednimi konstruktami ekspresyjnymi: pQE-80L/HRV3C zawierajacymi cDNA kodujace
Nucb2 lub nesfatyny-3. Tak przygotowane mieszaniny wysiewano na ptytki z podlozem
LB- agar, zawierajace karbenicyling w stezeniu 50 pg/ml oraz chloramfenikol w stezeniu 35
ug/ml. Po catonocnej inkubacji w 37°C, z ptytek pobierano 1 koloni¢ bakteryjng i zaszczepiano
nig 250 ml podloza ptynnego TB wraz z odpowiednimi antybiotykami. Hodowlg wstepna
inkubowano w 37°C przy 200 rpm przez 12 h. Naste¢pnie zaszczepiano 1 1 podtoza ptynnego TB
zawierajacego odpowiednie antybiotyki tzw. hodowle wlasciwa, taka iloscig hodowli wstepnej,
aby stanowita ona 4% objetosci catkowitej hodowli wtasciwej. Prowadzono inkubacj¢ w 37°C
przy 200 rpm, do momentu, az ggsto$¢ optyczna nie osiggnie wartosci ODegoo=0,8-0,9. Po
osiggnigciu odpowiedniej wartosci gestosci optycznej, indukowano nadekspresje biatek poprzez

dodanie IPTG w stezeniu koncowym 0,2 mM. Po 3 h inkubacji w 29°C przy 200 rpm, hodowle
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wirowano (5000xg, 10 min, 4°C). Supernatant odrzucono, a osad zawieszono w buforze do

robwnowazenia i przechowywano w -80°C
3.2.5 Oczyszczanie rekombinowanych biatek
3.2.5.1  Oczyszczanie Nukleobindyny-2

3.2.5.1.1 Otrzymywanie lizatéw komodrkowych

Ekstrakty komoérek bakteryjnych poddawano kolejno rozmrazaniu oraz zamrazaniu, co
miato na celu wywotanie szoku cieplnego, ktory spowoduje przerwanie integralnosci btony
wewnetrznej komorek. Nastepstwem dezintegracji btony komorkowej byto uwolnienie lizozymu
faga T4, ktory jest kodowany na plazmidzie pLysS (171). Do rozmrozonych ekstraktow
dodawano PMSF w koncowym stezeniu 0,2 mg/ml oraz DNAz¢ I i RNAze A w kohcowym
stezeniu 20 pg/ml. Zawiesiny inkubowano na lodzie, od czasu do czasu mieszajac, az do
momentu utraty przez nie lepkosci. Ekstrakty wirowano (18,000xg, 60 min, 4°C). Nast¢pnie osad

odrzucano a supernatant wykorzystywano w dalszych etapach oczyszczania.

3.2.5.1.2 Chromatografia powinowactwa na ztozu Ni-NTA

Pierwszym etapem oczyszczania Nucb2 byta chromatografia powinowactwa na ztozu
Ni- NTA His-Bind Resin, ktora wykorzystuje obecno$¢ znacznika 6x His na koncu aminowym
biatka. Na poczatku przygotowano 2 ml ztoza Ni-NTA His-Bind Resin, rownowazac je 5
objetosciami buforu R (Rozdziat 3.1.6.2). Do supernatantu uzyskanego podczas lizy komorkowe;j
dodawano 2 ml zrownowazonego ztoza Ni-NTA His-Bind Resin i inkubowano przez 0,5 h w
4°C, caly czas mieszajgc. Przesacz ze ztozem odwirowano (700xg, 3 min, 4°C). Nastepnie catos¢
nanoszono na kolumienke. Ztoze przeptukiwano 10 objetosciami buforu R w celu pozbycia si¢
biatek zwigzanych niespecyficznie. Nastgpnie ptukano ztoze buforem R z 40 mM imidazolem,
aby usung¢ zanieczyszczenia biatkowe wigzace si¢ ze ztozem. Nucb2 eluowano 5 ml buforu E
(Rozdziat 3.1.6.2), zbierajac frakcje 0,5 ml. Frakcje o najwiekszej absorbancji przy fali dtugosci
280 nm taczono oraz wymieniano bufor na bufor R na kolumnie do odsalania PD-10 (Cytiva).

3.2.5.1.3 Trawienie przez proteaze HRV 3C
Aby usung¢ znacznik 6xHis z kofica aminowego biatka wykorzystano proteaze HRV 3C.
Do potaczonych frakcji Nucbh2 dodawano 10 ul roztworu proteazy HRV 3C o stgzeniu 1 mg/ml

na 1 mg biatka. Reakcje trawienia prowadzono przez 12 h w 4°C, ciggle mieszajac.

45



3.2.5.1.4 Chromatografia powinowactwa na ztozu Ni-NTA l|

Do oddzielenia produktéw trawienia (Nuch2 oraz znacznika 6xHis) wykorzystano
chromatografi¢ powinowactwa na ztozu Ni-NTA. Do probek Nucb2 poddanych trawieniu
dodawano 300 ul ztoza Ni-NTA oraz inkubowano przez 15 min w 4°C. Nast¢pnie nan0Szono
cato$¢ na kolumienke i zbierano supernatant zawierajgcy strawione biatko. Strawione probki
Nucb2 pozbawione znacznika 6xHis zageszczono do objetosci okoto 500 ul z wykorzystaniem
koncentratorow Amicon® Ultra-4 0 MWCO 30 kDa (Millipore) poprzez wirowanie (14,000xg,
4°C).

3.2.5.1.5 Filtracja zelowa

Filtracj¢ zelowa przeprowadzono na kolumnie Superdex200 Increase 30/100 GL
(GE Healthcare) z wykorzystaniem systemu AKTA Avant (GE Healthcare). Na kolumne
Superdex200 Increase 30/100 GL zrownowazong buforem A (Rozdzial 3.1.6.2) naniesiono
probke Nucb2. Rozdzial prowadzono przy przeptywie 0,5 ml/min w temperaturze pokojowe;.
Elucje¢ biatek monitorowano za pomocg pomiaru absorbancji przy fali dlugosci 280 nm. Frakcje

zawierajace biatko zebrano, potaczono i przechowywano do dalszych badan w -80°C.
3.2.5.2  Oczyszczanie Nesfatyny-3

3.2.5.2.1 Otrzymywanie lizatéw komaorkowych
Liza komorek bakteryjnych zawierajgcych nesfatyne-3 byta prowadzona analogicznie

jak liza komorek zawierajacych Nucb2 (Rozdziat 3.2.5.1.1).

3.2.5.2.2 Trawienie na kolumnie do chromatografii powinowactwa na ztozu Ni-NTA

Podobnie jak w przypadku Nuch2, pierwszym etapem oczyszczania nesfatyny-3 byta
chromatografia powinowactwa na ztozu Ni-NTA His-Bind Resin. Przygotowano 1,5 ml ztoza
Ni-NTA His-Bind Resin, rownowazac go 5 objetosciami buforu R (Rozdziat 3.1.6.3). Do
supernatantu powstatego po lizie komodrek bakteryjnych zawierajacych nesfatyne-3 dodano
1,5 ml ztoza Ni-NTA i inkubowano je przez 0,5 h w 4°C, ciagle mieszajac. Przesacz ze ztozem
odwirowano (700xg, 3 min, 4°C). Nastgpnie catos¢ nanoszono na kolumienke. Zloze
przeptukiwano 10 objetosciami buforu R w celu pozbycia si¢ bialek zwigzanych niespecyficznie.
Na ztoze nawarstwiono 8 ml buforu R oraz dodano 250 pl proteazy HRV 3C o stgzeniu 1 mg/ml.
Calos¢ pozostawiono na 12 h w 4°C. Po calonocnej inkubacji, zebrano supernatant. Nastepnie
wymieniono bufor na bufor HIC A (Rozdziat 3.1.6.3) oraz zaggszczono probke do okoto 1 ml
z wykorzystaniem koncentratoréw Amicon® Ultra-4 0 MWCO 10 kDa (Millipore) za pomoca

wirowania (14,000xg).
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3.2.5.2.3 Chromatografia oddziatywan hydrofobowych
W kolejnym etapie do oddzielenia zanieczyszczen biatkowych od nesfatyny-3,

wykorzystano chromatografi¢ oddziatywan hydrofobowych. Rozdzial przeprowadzono na
kolumnie HiTrap Phenyl HP (Cytiva) o objetosci 5 ml z wykorzystaniem systemu AKTA Avant
(GE Healthcare). Na kolumne zrownowazong buforem HIC A (Rozdziat 3.1.6.3) naktadano
zageszezong probke. Rozdzial prowadzono przy przeptywie 2 ml/min z detekcja elucji biatek za
pomoca pomiaru absorbancji przy fali dtugosci 280 nm. Kolumne przeptukiwano 2 objetosciami
buforu HIC A, aby wyptuka¢ biatka niezwigzane z kolumng. Nastgpnie eluowano biatko
docelowe liniowym gradientem (0,7-0,0 M (NHa4)2 SOs) buforu HIC B (Rozdziat 3.1.6.3)
obnizajac stezenie (NH4)2SO4 do 0 M w czasie 10 min. Frakcj¢ zawierajace biatko docelowe
zbierano, taczono i zageszczano na koncentratorze Amicon® Ultra-4 0 MWCO 10 kDa poprzez
wirowanie (14,000xg). Nastepnie wymieniano bufor na bufor A (Rozdziat 3.1.6.3) na kolumnie

HiTrap Desalting (Cytiva). Otrzymane frakcj¢ taczono ze sobg i przechowywano w - 80°C.
3.2.6  Wyznaczenie masy molekularnej Nucb2 oraz Nesfatyny-3

3.2.6.1 Chromatografia metodg faz odwréconych

Chromatografic metoda faz odwréconych prowadzono na kolumnie Resource™ RPC
(Cytiva) o objetosci ztoza 1 ml z wykorzystaniem systemu AKTA Avant (GE Healthcare). Okoto
100 pg biatka natozono na kolumne Resource™ RPC zréwnowazona buforem RPC A (Rozdziat
3.1.6.4). Rozdzial prowadzono przy staltym przeptywie 1 ml/min, stosujgc liniowy gradient
0- 100% buforu RPC B.

3.2.6.2 Spektrometria mas

Mase czasteczkowa bialek zmierzono wykorzystujac spektometr masowy Q-TOF
Premier (Waters) potaczony z systemem UPLC (Waters). Probki kazdego z bialek zostaly
naniesione na kolumne Acquity UPLC BEH300 C4 1,7 uM, 1,00 x 50 mm potaczong
bezposrednio ze zrodiem ESI przy przeptywie 100 ul/min. Pomiary prowadzono w trybie jonow
dodatnich. Analiz¢ danych wykonano w narzgdziu MaxEnt oprogramowania MassLynx 4.1
(Waters). Pomiary spektrometrii mas zostaly wykonane w Srodowiskowej Pracowni

Spektrometrii Mas Instytutu Biochemii i Biofizyki Polskiej Akademii Nauk w Warszawie.
3.2.7 Charakterystyka molekularna biatek Nucb2 oraz nesfatyny-3

3.2.7.1 Analiza bioinformatyczna
Przewidywanie nieuporzadkowania Nucb2 na podstawie jego sekwencji zostato

przeprowadzone z wykorzystaniem predyktorow PONDR® (172, 173) dostepnego na stronie
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http://www.pondr.com/ oraz IUPRED?2a (174), dostepnego na stronie https://iupred2a.elte.hu/.
Przewidywanie dynamiki tancucha bocznego Nucb2 zostalo przeprowadzone za pomoca
programu Dynamine (175) dostepnego na stronie https://bio2byte.be/dynamine/in-a-nutshell/.
Podstawowe parametry fizykochemiczne Nucb2 oraz nesfatyny-3 zostaly okreSlone na
podstawie ich sekwencji aminokwasowej za pomoca programu ProtParam (176), dostgpnego na
stronie https://web.expasy.org/protparam/. Dodatkowo wartosci $redniego tadunku netto oraz
sredniej hydrofobowos$ci biatek zostaly wyznaczona na podstawie danych otrzymanych

z programu znajdujgcego si¢ na stronie http://www.pondr.com/.

3.2.7.2 Spektroskopia dichroizmu kotowego (CD)

Pomiary widm spektroskopii dichroizmu kotowego (CD, ang. circular dichroism) zostaty
przeprowadzone z wykorzystaniem spektropolarymetru Jasco J-815 wyposazonego
W urzadzenie kontrolujace temperatur¢ Peltier CDF 426S/15. Pomiary byly wykonywane
w kuwecie kwarcowej o dtugosci drogi optycznej 0,1 cm w 20°C od 300 nm do 195 nm
z predkoscig skanowania 50 nm/min oraz z rozdzielczo$cig 1 nm. Pomiary prowadzono dla
kazdego z biatek w stezeniu 10 uM w buforze A (Rozdziat 3.1.6.2) w obecnosci 5 mM EDTA,
10 mM CaClz, 10 mM MgCIl; oraz zmiennych stezen ZnCl, (0-0,3 mM). Widma koncowe
powstaly w wyniku usrednienia trzech pomiaréw oraz odjecia widma odpowiedniego buforu.

Zawartos¢ struktury drugorzedowej zostata oszacowana za pomocg programu CDNN (177).

3.2.7.3 Techniki fluorescencyjne

Pomiary fluorescencji byly prowadzone w 20°C przy uzyciu fluorymetru Fluorolog-3
(Horiba Jobin Ivon Inc.). Widma fluorescencyjne reszt Trp byly rejestrowane dla Nucb2
w stezeniu 2 uM oraz dla nesfatyny-3 w stezeniu 3 uM w obecnosci 5 mM EDTA, 10 mM
MgClz, 10 mM CaCl; oraz zmiennych stezen ZnCl» (0-0,3 mM) w buforze A (Rozdziat 3.1.6.2).
Oba biatka byly inkubowane w obecnosci odpowiednich dodatkow przez 0,5 h przed pomiarem.
Widma fluorescencji byly rejestrowane w zakresie 310-500 nm z dtugoscig fali wzbudzenia 295
nm oraz predko$ciag skanowania 1 nm/s w temp. 20°C. Szerokosci szczelin na drodze wigzek
wzbudzajacej oraz emitowanej wynosita 4 nm. Wszystkie pomiary zostaly powtorzone

trzykrotnie. Widma koncowe powstaly po odjeciu widm odpowiednich buforow.

3.2.7.4 Szybkosciowe ultrawirowanie analityczne (SV-AUC)
Eksperymenty  szybko$ciowego  ultrawirowania  analitycznego (SV-AUC,
ang. sedimentation velocity analytical ultracentrifugation) zostaty przeprowadzone przy uzyciu

ultrawirowki analitycznej Beckman Coulter Proteome Lab XL-1, wyposazonej w rotor An-60 Ti.
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Probki obu biatek o objetosci 415 pl w buforze A (Rozdziat 3.1.6.2) zostaly przygotowane
w trzech roznych stezeniach: 0,5 mg/ml, 0,75 mg/ml oraz 1,0 mg/ml w obecnosci 5 mM EDTA,
10 mM MgCl;, 10 mM CaCl; oraz r6znych st¢zen (0- 0,3 mM) ZnClz. Proces sedymentacji byt
monitorowany poprzez pomiar absorbancji przy fali dtugos$ci 280 nm. Probki wirowano przy
50000 rpm w 20°C przez calg noc. Dane takie jak czastkowa objetos¢ catkowita Nucb?2 (0,727
ml/g) oraz nesfatyny-3 (0,72389 ml/g), gestos¢ (1,0059 g/ml, 1,006 g/ml, 1,0057 g/ml, 1,006
g/ml kolejno dla buforu z EDTA, CaClz, MgCl: oraz ZnCl2) oraz lepko$¢ buforow (1,0265 mPa
x s, 1,0288 mPa x s, 1,0258 mPa x s, 1,0265 mPa x s kolejno dla buforu z EDTA, CaClz, MgCl.
oraz ZnCly) zostaly oszacowane z wykorzystaniem programu SENDTERP (178). Dane
skorygowane o czas przeanalizowano za pomocg programu Sedfit (179, 180) wykorzystujac
model ciagly rozkladu wspétczynnika sedymentacji c¢(s). Zastosowano regularyzacje
maksymalnej entropii przy p=0,68. Podczas analizy wyznaczono wspotczynniki sedymentacji
skorygowane na wod¢ w 20°C (swp0), pozorng mas¢ czasteczkowg (MW), stosunek
wspolczynnikow tarcia (f/fo), promienie Stokes’a. Wysokiej jakosci dane otrzymano
z wykorzystaniem oprogramowania Gussi (1.4.2) (181). Eksperymenty AUC byly
przeprowadzone we wspoOlpracy z dr inz. Dominika Bystranowska z Wydziatu Chemicznego

Politechniki Wroctawskiej.

3.2.7.5 Limitowana proteoliza
Nucbh2 oraz nesfatyna-3 w stezeniu 0,5 mg/ml byty trawione endoproteazg Glu-C (V8)

wykorzystujac stosunek substratu do proteazy 1:5000 (w/w). Reakcja trawienia byta prowadzona
w obecnosci 5 mM EDTA oraz przy réznych stezeniach CaClz (0-10 mM), MgClz (0-10 mM),
ZnCl (0-0,3 mM) w 20°C przez 4 h. Reakcja byta prowadzona w buforze A (Rozdziat 3.1.6.2).
W okreslonych odstgpach czasu (0-240 min) pobierano 5 ug kazdej z mieszanin reakcyjnych
I zahamowywano reakcj¢ poprzez dodanie denaturujgcego buforu do nanoszenia probek (4xSD).

Probki po reakcji trawienia (3,75 pg) byty analizowane za pomoca SDS-PAGE.

3.2.7.6 Wymiana izotopowa proton-deuter sprzezona ze spektrometrig mas (HDX-MS)

Eksperymenty wymiany izotopowej proton-deuter sprz¢zonej ze spektrometrig mas
(HDX-MS, ang. hydrogen-deuterium exchange coupled with mass spectrometry) prowadzono
z wykorzystaniem urzadzenia SYNAPTG2 HDMS (Waters) z technologia HDX Manager, ktory
jest potaczony z systemem nanoACQUITY (UPLC). Pomiary HDX-MS prowadzono wytacznie
dla Nuch2. W pierwszym etapie analizowano probki niedeuterowane w celu utworzenia listy
peptydow Nucb?2 niezbednej do dalszej analizy. W tym celu, 15 pl Nucb2 (90 uM) rozcienczano

35 ul buforu A. Nastegpnie, probka zostata zakwaszona poprzez dodanie 10 ul buforu ,,stop” na
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bazie H20 (Rozdziat 3.1.6.5). Probke trawiono na kolumnie zimmobilizowang pepsyna
(Poroszyme™, Applied Biosystem) i eluowano z wykorzystaniem 0,07% kwasu mrowkowego
przy statym przeptywie 200 pl/min. Otrzymane peptydy kierowano na kolumne ACQUITY BEH
C18 Van-Guard pre-column, z ktérej byty eluowane na kolumne reversed-phase ACQUITY
BEH C18 column (Waters) wykorzystujac 6-40% gradient acetonitrylu w 0,01% kwasie

mrowkowym przy statym przeptywie 40 pl/min.

Analiza HDX-MS byta prowadzona dla probek deuterowanych. Reakcja HDX byta
prowadzona dla biatka Nucb2 w obecnosci 5 mM EDTA, 10 mM CaClz, 10 mM MgCl; oraz
0,1 mM ZnCl2. Na poczatku Nuch2 wraz z odpowiednig ilosci poszczegdlnych dodatkow
(5mM EDTA, 10 mM CaClz, 10 mM MgCl. oraz 0,1 mM ZnCl;) byto inkubowane przez
30 min w 4°C. Nastepnie, inicjowano wymiang proton-deuter poprzez dodanie 45 pl D20
zawierajgcej bufor A z dodatkiem 5 mM EDTA, 10 mM CaCl;, 10 mM MgCl, oraz
0,1 mM ZnClzdo 5 ul Nucb2 (90 uM). Wymiang zahamowano poprzez dodanie 10 pul buforu
»stop” na bazie DO w okre$lonych odstepach czasu (10 s, 1 min, 10 min, 25 min, 1 h).
Wykonano réwniez dwa eksperymenty kontrolne. W pierwszym, tzw. ,in-exchange”,
analizowano minimalny poziom wymiany proton-deuter. Nucb2 dodawano do mieszaniny 10 ul
buforu ,,stop” z 45 ul buforu A z D20 z dodatkiem 5 mM EDTA, 10 mM CaClz, 10 mM MgCl»
oraz 0,1 mM ZnClz. Drugi eksperyment kontrolny, tzw. ,out-exchange”, mial na celu
sprawdzenie maksymalnego poziomu wymiany. Do Nucb2 z 5 mM EDTA, 10 mM CaCly,
10 mM MgCl, oraz 0,1 mM ZnCl, dodawano bufor A z D2O z dodatkiem 5 mM EDTA,
10 mM CacClz, 10 mM MgClz oraz 0,1 mM ZnCl.. Po 24 h inkubacji, do mieszaniny dodawano
10 ul buforu ,,stop” w celu jej zakwaszenia. Kazda z reakcji byta wykonywana w trzykrotnym
powtorzeniu. Identyfikacje peptydow prowadzono z wykorzystaniem oprogramowania
ProteinLynx Global Server (PLGS) (Waters). Analize peptydow prowadzono za pomocg
programu DynamX 3.0 wykorzystujgc nastgpujace parametry: minimalng intensywno$¢é rowna
3000 oraz minimalng ilo$¢ produktu na aminokwas o wartosci 0,3. Obwiednie izotopowe
peptydow rowniez zostaly przeanalizowane za pomocg programu DynamX 3.0. Uzyskane

wyniki byty korygowane manualnie.

Analizy HDX-MS wykonywano we wspolpracy z dr. inz. Magdaleng Kaus-Drobek oraz
mgr inz. Katarzyna Dabrowska ze Srodowiskowego Laboratorium Spektometrii Mas Instytutu

Biochemii i Biofizyki PAN w Warszawie.
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3.2.7.7 lzotermiczna kalorymetria miareczkowa (ITC)

Zdolno$¢ wigzania jonow Ca?", Mg?* oraz Zn?** do Nuch2 oraz nesfatyny-3 byta
analizowana za pomocg izotermicznej kalorymetrii miareczkowej (ITC, ang. isothermal titration
calorimetry) z wykorzystaniem kalorymetru Nano-1TC (TA Waters) w 25°C w celce pomiarowej
o objetosci 1 ml. Wszystkie eksperymenty byly prowadzone w buforze B (Rozdziat 3.1.6.2).
Analizy prowadzono dla probek Nucb2 w stgzeniach 32-75 uM oraz dla nesfatyny-3
w stezeniach 95- 120 puM. Stezenie wykorzystanych jonow metali wynosito 1-6 mM. Po
ustabilizowaniu si¢ temperatury, do celki pomiarowej zacz¢to dodawacé tritrant - jony metali
w 5,22 ul porcjach w odstepie 300 s przy szybkosci mieszania 250 rpm. Przeprowadzono
miareczkowanie samego buforu identycznymi ilo§ciami jondw w celu okreSlenia ciepla
rozpuszczania jondw. Ciepta reakceji zostaty oszacowane poprzez odjecie ciepta rozpuszczania

poszczegblnych jondow od ciepta catkowitego reakc;ji.

Dane miareczkowania byly analizowane z wykorzystaniem programéw: NanoAnalyze
(wersja 3.3.0 oraz 3.11.0), NITPIC (wersja 1.2.7) (182, 183) oraz SEDPHAT (wersja 15.2b)
(184). W zaleznosci od analizowanego wariantu wykorzystywano réozne modele oddziatywan do
dopasowywania. Wigzanie jonéw Ca®" oraz Zn?* przez Nucb2 zostato dopasowane do modelu
ABB, w ktorym monomer biatka posiada dwa symetryczne miejsca wigzania jonu (184). Kolejny
z wykorzystanych modeli brat pod uwage asocjacje¢ monomerdw biatka do dimeréw. Model ten
zostat uzyty ze wzgledu na zwigkszajacy si¢ udzial procesu egzotermicznego obserwowany dla
Nucb2 podczas wigzania jonow Ca®". Wigzanie jonow Mg?* przez Nuch2 oraz nesfatyne-3
zostato dopasowane do modelu AB, w ktorym monomer bialtka wigze jeden jon Mg?*. Wigzanie
jonow Ca?" przez nesfatyne-3 zostato dopasowane do sekwencyjnego modelu wigzania dwoch
jonéw Ca®*. Natomiast, wigzanie jondw Zn?* przez nesfatyne-3 zostato dopasowane do dwoch
modeli: jednego miejsca wigzania oraz dwoch niezaleznych miejsc wigzania jonu. Parametry
termodynamiczne, stale wigzania (Kq), stechiometria reakcji, zmiany entalpii (AH) zmiany
entropii (AS) oraz stopien dysocjacji zostaly obliczone na podstawie dopasowania krzywej
modelu do izotermy wigzania. Ze wzgledu na swoja kompleksowos¢ proces wigzania jonow Ca?*
przez Nucb2 byl analizowany przy uzyciu dwoch podejsé: ,,waski zakres”- do dopasowania
brano pod uwage tylko druga cze$¢ izotermy oraz ,,szeroki zakres” — dopasowanie byto oparte

na dwdch obserwowanych podczas miareczkowania procesach.

Pomiary ITC zostaly wykonane przy wspolpracy z dr Michalem Padjaskiem,
mgr Jozefem Tranem oraz prof. dr hab. Arturem Kre¢zlem z Zakladu Chemii Biologicznej

Uniwersytetu Wroctawskiego
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3.2.7.8 Transmisyjna mikroskopia elektronowa (TEM)

Obrazowanie mikroskopowe byto przeprowadzone z wykorzystaniem transmisyjnego
mikroskopy elektronowego Hitachi H-800 (Hitachi Hightech). Wykorzystano napigcie
przyspieszajace 150 kV oraz kamer¢ CCD EMSIS Quemesa. Probki zostaty przygotowany
W sposob analogiczny do protokoldow wczesniej opublikowanych (185, 186). Wykorzystano
dostepne komercyjnie siatki miedziane z pokryciem weglowym 200 mesh (Agar Scientific).
Nucb2 byto inkubowane z 10 mM CaClz, 10 mM MgCl> and 0,3 mM ZnCl> w 4°C przez
2 tygodnie. W okreSlonych odstepach czasu (zero, siedem oraz czternascie dni) pobierano
20 ul probki Nucb2, po czym naktadano je na podktadke silikonowa i dodawano 150 pl wody
dejonizowanej. Na siatki miedziane natozono kroplg kazdej z probek, po 30 s 0suszono probke
za pomocg bibutly filtracyjnej. Nastgpnie przemyto siatki wodg. Po usunigciu ostatniej warstwy
wody, siatki osuszono za pomoca bibuly filtracyjnej i natozono na nie 4 pl 2% octanu uranylu.
Po 30 s, osuszono siatki i pozostawiono je do wyschnigcia w szalce Petriego na 24 h. Analogiczny
protokot byt wykorzystany do okre§lenia morfologii supernatantu i osadu Nuch2 otrzymanego
w obecnosci 300 uM ZnCl> po eksperymencie AUC.

Na etapie preparacji, porbwnywano uzycie roznych filméw weglowych, rézne stezenia
biatek, przeptukiwanie probki wodg Iub buforem oraz kontrastowanie przy uzyciu octanu uranylu
1 mrowczanu uranylu. Opracowana procedura przygotowania probek okazata si¢ procedura
powtarzalng. Pomiary TEM realizowano przy wspolpracy z dr inz. Andrzejem Zakiem

z Wydziatu Chemicznego Politechniki Wroctawskiej.

3.2.7.9 Mafokqtowe rozpraszania promieniowania rentgenowskiego (SAXS)

Badania matokatowego rozpraszania promieniowania rentgenowskiego (SAXS, ang.
small angle X-ray scattering) dla Nucb2 i nesfatyny-3 byly prowadzone z wykorzystaniem
urzadzenia XEUSS 2.0 SAXS/WAXS system (Xenocs). Probki Nucb2 (3,5 mg/ml) oraz
nesfatyny-3 (5,0, 2,5 oraz 1 mg/ml) w buforze A (Rozdziat 3.1.6.2) w obecnosci 5 mM EDTA,
10 mM CaCl,;, 10 mM MgCl; oraz 0,1 mM ZnCl, oraz biatka referencyjnego surowiczej
albuminy wotowej (BSA, ang. bovine serum albumin) zostaly poddane ekspozycji na
promieniowanie rentgenowskie (dtugos¢ fali A =0,134 nm) uzyskane ze zrodla Metallet D2
microfocus generator (Excillium AB). Dla kazdej probki rejestrowano 10 niezaleznych skanow
(czas pojedynczej ekspozycji wynosit 600 s) z wykorzystaniem detektora PILATUS3 1 M
(Dectris Ltd.). Dane SAXS byty procesowane za pomocg programu FOXTROT (187). Program
Primus wykorzystano do obliczenia warto$ci promieni zyracji Ry (188), a za pomocg programu

GNOM wyznaczono funkcje rozktadu odlegtosci par (p(r)) oraz maksymalng $rednice czgsteczki
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(Dmax) (189). Masa czasteczkowa bialek zostata wyznaczona na podstawie masy czasteczkowej

oraz intensywnosci rozpraszania BSA.

Pomiary prowadzone byly we wspotpracy z dr Michatem Taubem oraz prof. Maciejem

Kozakiem na Wydziale Fizyki Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu.

3.2.8 Test aktywnosci biomineralizacyjnej in vitro

Test biomineralizacji in vitro zostat przeprowadzony na podstawie metody powolnej
dyfuzji zgodnej z wczesniej opracowanymi protokotami (115, 190-192). Metoda ta opiera si¢ na
powolnym rozktadzie NH4HCO3 oraz dyfuzji CO2 do roztworu CaClo. Wzrost krysztatow
weglanu wapnia prowadzono na ptytkach 96- dotkowych Nunc MicroWell 96-Well Microplates
(Thermo Fisher Scientific), w ktorych umieszczano szkietka nakrywkowe o $rednicy 5 mm
(Waldemar Knittel Glasbearbeitungs GmbH). Przygotowano roztwory Nucb2 o réznych
stezeniach (0-100 pg/ml) wraz z roztworem CaClz o koncowym stgzeniu 10 mM w objgtosci
catkowitej 300 pl. Nastgpnie umieszczano roztwory na odpowiednich szkietkach. Ptytki wraz
Z roztworami umieszczano w szczelnie zamknigtym eksykatorze w obecnosci NH4HCOs (2 g).
Wzrost krysztalow weglanu wapnia byt prowadzony przez 24 h w 20°C. Krysztaly byty

przemywane woda miliQ oraz 96% etanolu.

3.2.9 Skaningowa mikroskopia elektronowa

Morfologia krysztatbw weglanu wapnia powstalych w obecnosci Nucb2 byta
analizowana z wykorzystaniem mikroskopu skaningowego Philips/FEI XL-20, przy napigciu
przyspieszajacym 25 kV oraz odleglosci roboczej 34 mm. Przed pomiarami, probki krysztatow
pokrywano 20 nm warstwa platyny. Pomiary zostaly wykonane przez prof. dr hab. Jarostawa
Stolarskiego z Instytutu Paleobiologii PAN w Warszawie.

3.2.10 Widma Ramana

Mapowanie Ramana zostato przeprowadzone z wykorzystaniem mikroskopu Renishaw
inVia Raman wyposazonego w optyczny mikroskop konfokalny DM 2500 Leica, kamere CCD
jako detektor oraz laser emitujacy promieniowanie o dtugosci 830 nm. Widma ramanowskie byly
rejestrowane z czasem integracji 5 s. Mapy ramanowskie byty tworzone przy uzyciu programu
Wire 3.4 (Renishaw) poprzez analize intensywnosci pikow przy 205 cm™ dla aragonitu, 280 cm?
dla kalcytu oraz 300 cm™ dla waterytu. Mapy ramanowskie byly zbierane poprzez pomiar widm
Ramana z krokiem 10 um w kierunku osi x oraz y na obszarze 1000 um x 1000 um. Pomiary
zostaly wykonane we wspolpracy z dr hab. Maciejem Ptakiem z Instytutu Niskich Temperatur

oraz Badan Strukturalnych PAN we Wroctawiu.
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4 WYNIKI

4.1 OTRZYMYWANIE PLAZMIDOW EKPRESYJNYCH

W celu wprowadzenia do sekwencji ¢cDNA kodujacej Nucb2 oraz nesfatyne-3 miejsc
restrykcyjnych Sacl oraz Hindlll oraz kodonu stop przeprowadzono PCR (Rozdziat 3.1.3 oraz
3.2.3). Matryce do PCR stanowil konstrukt pQE-80L/Nuch2 zawierajacy cDNA kodujace
sekwencje Nucb2 bez peptydu sygnatowego (167). Nastepnie przygotowane cDNA kodujace
Nuch2 i nesfatyne-3 oraz wektor pQE-80L_HRV3C poddano trawieniu enzymami
restrykcyjnymi Sacl oraz Hindlll. Po przeprowadzeniu ligacji wektora z poszczegdlnymi cDNA
kodujagcymi Nucb2 oraz nesfatyng-3, poprawno$¢ wklonowania sekwencji kodujacej cDNA
Nucb2 oraz nesfatyny-3 do wektora pQE-80L_HRV3C sprawdzono za pomoca PCR
kolonijnego. Wynik PCR kolonijnego zostal przeanalizowany za pomoca elektroforezy
analitycznej w zelu agarozowym (Rys. 4.1). Dla obu konstruktow pQE-80L_HRV3C/Nuch2
oraz pQE-80L_HRV3C/nesfatyna-3 wybrano jedng z kolonii, z ktorej wyizolowano DNA za
pomocg zestawu NucleoBond®. Poprawno$¢ wklonowania sekwencji zostata potwierdzona za

pomoca sekwencjonowania wykonanego przez firm¢ Genomed (Polska).

& &
N N
P P
\0“9 \,\5?~ \,\gg‘
> Q Q Q
T N Q9 Q
| 1} 1l

12288 | [} 1
19088 | - — — — o

Rysunek 4.1 Elektroforeza analityczna PCR kolonijnego wybranych klonow poligacyjnych

Dla przygotowanych konstruktow pQE-80L _HRV3C/Nucb2 oraz pQE-80L_HRV3C/nesfatyna-3
sprawdzono trzy kolonie (opisane 1,11, Ill). We wszystkich wybranych koloniach obserwowano obecnos¢
produktu o oczekiwanej dtugosci (Nucb2 — 1471 pz, nesfatyna-3 — 976 pz). Jako kontrole pozytywng
reakcji wykorzystano wektor pQE-80L.
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4.2 EKSPRESJA | OCZYSZCZANIE NucCB2

Podczas realizacji studiow magisterskich sprawdzono poziom ekspresji oraz
rozpuszczalno§¢ Nucb2 w réznych warunkach (167). Najwyzszy poziom ekspresji oraz
rozpuszczalnosci biatka obserwowano dla konstruktu Nucbh2 w wektorze pQE-80L w komorkach
E.coli BL21(DE3)pLysS w temp. 29°C przez 3 h (167). Ekspresj¢ z wektora pQE-80L_HRV3C
prowadzono we wcze$niej zoptymalizowanych warunkach dla wektora pQE-80L (167).
Uzyskany produkt ekspresji Nucb2 posiada na koncu aminowym znacznik 6xHis oraz sekwencje
rozpoznawang przez proteaz¢ HRV3C, co umozliwia otrzymanie biatka bez znacznika
w procedurze oczyszczania Nucb2. Pierwszym etapem opracowanej procedury oczyszczania
byta chromatografia powinowactwa na zlozu Ni-NTA (Merck). Prowadzono elucje¢
zanieczyszczen za pomoca roztworu zawierajgcego 40 mM imidazol oraz elucje biatka
docelowego roztworem zawierajacym 200 mM imidazol. Nastepnie prowadzono trawienie
proteazg HRV 3C (12 h, 4°C) w celu pozbycia si¢ znacznika 6xHis. Po catonocnej inkubacji,
przeprowadzono druga chromatografie powinowactwa na ztozu Ni-NTA w celu oddzielenia
znacznika oraz biatka niestrawionego od biatka pozbawionego znacznika 6xHis. Koncowym
etapem byta filtracja zelowa na kolumnie Superdex200 Increase (GE Healthcare) (Rys. 4.2A),
ktora wykorzystano do pozbycia si¢ pozostatych zanieczyszczen oraz wymiany buforu na bufor
odpowiedni do badan. Obecno$¢ biatka oraz skuteczno$¢ procesu trawienia byta potwierdzona
na kazdym etapie oczyszczania za pomocg SDS-PAGE (Rys. 4.2B) oraz Western blot (Rys.
4.2C).

Opracowana procedura pozwalata na uzyskanie z 0,5 1 hodowli komoérek bakteryjnych
okoto 3,5 mg biatka o czystosci rzedu 93% okre§lanej metoda densytometryczng. Masa
czasteczkowa biatka zostata potwierdzona za pomoca spektrometrii mas (Rozdziat 3.2.6.2).
Wyznaczona masa czasteczkowa (51,424 kDa) (Rys. 4.3) byla zgodna z teoretyczng obliczong
na podstawie sekwencji aminokwasowej przez narzedzie ProtParam (51,424 kDa) (193). Co
ciekawe, pozorna masa czasteczkowa biatka oszacowana na podstawie analizy SDS-PAGE byta
wigksza niz rzeczywista i wynosita okoto 60 kDa, co sugeruje, ze Nucb2 moze naleze¢ do IDPs.
IDPs charakteryzuja si¢ anormalng migracja na zelu SDS-PAGE, a co za tym idzie zawyzona

pozorng masg czasteczkowa, ze wzgledu na specyficzng zawartos¢ reszt aminokwasowych (194).
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Rysunek 4.2 Oczyszczanie Nucb2

A) Chromatogram filtracji Zelowej Nucb2. Zielong przerywangq linig oznaczono frakcje biatkowe wybrane
do analizy SDS-PAGE i Western Blot. B) Analiza SDS-PAGE oczyszczania Nucb2. C) Analiza Western blot
oczyszczania Nucb2. M — standard wagowy Unstained Protein Molecular Weight Marker (Thermo
Scientific); S — frakcja biatek rozpuszczalnych; Ft — frakcja biatek niezwigzanych ze ztozem; pt — ptukanie
buforem do réwnowazenia; 40 — frakcja biatek eluowana buforem R z 40 mM imidazolem; 200 — frakcja
biatek eluowana buforem R z 200 mM imidazolem; 2 Ni-NTA — frakcja biatek niezwigzanych ze ztozem po
drugiej chromatografii powinowactwa na ztozu Ni-NTA; Ztoze — frakcja biatek zwigzanych ze ztozem po
drugiej chromatografii powinowactwa na ztozu Ni-NTA; sup “0” — frakcja biatek przed natozeniem na
kolumne Superdex200 Increase; A1-A3 — frakcja Nucb2 uzyskana po oczyszczeniu na kolumnie
Superdex200 Increase. Czarna strzatka wskazuje pasmo odpowiadajgce Nucb2.
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Rysunek 4.3 Widmo masowe Q-TOF biatka Nucbh2

Oszacowana masa gtownej populacji czgsteczek wynosi 51424 Da.
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4.3 EKSPRESJA | OCZYSZCZANIE NESFATYNY-3

Ekspresja nesfatyny-3 byta prowadzona z wektora pQE-80L _HRV3C w komorkach E.coli
BL21(DE3)pLysS przez 3 h w temp. 29°C. Na koncu aminowym rekombinowanego biatka
znajduje si¢ znacznik 6xHis oraz sekwencja rozpoznawana przez proteaz¢ HRV3C. Pierwszym
etapem oczyszczania nesfatyny-3 byta chromatografia powinowactwa na ztozu Ni- NTA.
Nastepnie, znacznik 6xHis z konca aminowego nesfatyny-3 usuni¢to za pomocg trawienia na
ztozu proteazg HRV3C. Po calonocnej inkubacji w 4°C zbierano frakcj¢ bialek niezwigzanych
ze ztozem (Rys. 4.4A). Zaggszczono frakcje oraz wymieniono bufor na bufor HIC A. Metoda
filtracji zelowej okazata si¢ nieskuteczna do oddzielenia nesfatyny-3 od towarzyszacych jej
zanieczyszczen. Aby skutecznie oddzieli¢ nesfatyne-3 od zanieczyszczen postuzono sie¢
chromatografig oddziatywan hydrofobowych na kolumnie HiTrap Phenyl HP, wykorzystujac
réznice hydrofobowos$ci nesfatyny-3 oraz obecnego zanieczyszczenia 0 masie czasteczkowej
okoto 25 kDa (Rys. 4.4A). Oba biatka wigzano do kolumny w buforze HIC A zawierajacym
700 mM (NH4)2SO4. Nastepnie nesfatyna-3 oraz zanieczyszczenie zostaty rozdzielone poprzez
obnizenie stezenia (NH4)2SO4 do 0 mM, poprzez zastosowanie liniowego gradientu buforu HIC
B (Rys. 4.4C). Obecno$¢ biatka byla sprawdzana na kazdym etapie procedury za pomocg
SDS- PAGE (Rys. 4.4A). Skutecznos¢ trawienia przez proteaz¢ HRV3C potwierdzono metoda
Western blot (Rys. 4.4B). Opracowana procedura umozliwiata otrzymywanie z 0,5 | hodowli
komorek bakteryjnych 2 mg biatka nesfatyny-3 0 czystosci rzedu 90% okreslonej metoda

densytometryczna

Masa czasteczkowa nesfatyny-3 wyznaczona za pomoca spektrometrii mas (Rozdziat
3.2.6.2) wynosita 31,875 kDa i byla zgodna z teoretyczng masg czgsteczkowg obliczong za
pomoca narzgdzia ProtParam (31,875 kDa) (Rys. 4.5) (193). Podobnie jak Nucb2, nesfatyna-3
wykazuje zawyzong pozorng mase czasteczkowa, oszacowang na podstawie analizy SDS- PAGE

(42,9 kDa), co sugeruje, ze biatko to takze moze naleze¢ do IDPs.
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Rysunek 4.4 Oczyszczanie nesfatyny-3

A) Analiza SDS-PAGE poszczegdlnych etapow oczyszczania nesfatyny-3. B) Analiza Western blot
poszczegdlnych etapow oczyszczania nesfatyny-3. M — standard wagowy Unstained Protein Molecular
Weight Marker (Thermo Scientific); S — frakcja biatek rozpuszczalnych; Ft — frakcja biatek niezwigzanych
ze ztozem; pt — ptukanie buforem do rownowazenia; FTD — frakcja biatek niezwigzanych ze ztozem po
catonocnym trawieniu proteazq HRV3C; 200 - frakcja biatek eluowana buforem R zawierajgcym
200 mM imidazol; | - frakcja biatek niezwigzana z kolumna HiTrap Phenyl HP; Il — frakcja nesfatyny-3
uzyskana po rozdziale na kolumnie HiTrap Phenyl HP; Ill — frakcja zawierajgca zanieczyszczenie
oddzielone od nesfatyny-3 na kolumnie HiTrap Phenyl HP. Czarna strzatka wskazuje pasmo
odpowiadajgce nesfatynie- 3. C) Chromatogram przedstawiajgcy rozdziat nesfatyny-3 na kolumnie
HiTrap Phenyl HP, czarnq linia przedstawiono zaleznos¢ absorbancji biatka przy dtugosci fali 280 nm od
objetosci elucji (Ve), niebieskq liniq przedstawiono gradient stezenia (NH4).504 (%). Poczgtkowe stezenie
(NH4),SO4wynosito 700 mM, natomiast koricowe 0 mM.
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Rysunek 4.5 Widmo masowe Q-TOF biatka nesfatyny-3
Oszacowana masa gtownej populacji czgsteczek wynosi 31875 Da.
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4.4 ANALIZA MOLEKULARNA NUCB2 ORAZ NESFATYNY-3

4.4.1 Analiza bioinformatyczna

Podczas procedury oczyszczania Nuch2 zaobserwowano, ze biatko to charakteryzuje sie
mata objetoscig elucji podczas filtracji zelowej w odniesieniu do objgtosci zerowej kolumny oraz
anormalng szybkoscig migracji w zelu SDS-PAGE, co sugerowato, ze moze ono naleze¢ do
rodziny IDPs. Dodatkowo Nuch2 bierze udziat w wielu ré6znorodnych procesach molekularnych,
co jest rowniez charakterystyczne dla IDPs. W zwigzku z powyzszym, wykorzystano kilka
dostgpnych narzedzi bioinformatycznych w celu oszacowania stopnia nieuporzadkowania
Nucb2. Analiza predyktorem PONDR® (172, 173) pokazata, ze Nucb2 wykazuje
nieuporzadkowanie w 51,4% (reszty, dla ktorych punktacja PONDR > 0,5) (Rys. 4.6A).

A ol : B 1o
14 3 N
a 3 B
=08 g 2 0,8
o : g
o 3 = 56
.go,e | h 2 r 0,6
o & o
So4 | 2 So4
£ -
30,2 T 202
e g z 0
0,0 . ; ; : = 0,0 : . : :
0 100 200 300 400 100 200 300 400
Numer reszty aminokwasowe;j Numer reszty aminokwasowe;j
C & D o 0,84 @ Bialka globularne
1,0 H = O IDPs
o 3 D - K Nucb2
5] ﬂ/\\ e 2 M| Y& Nesfatyna-3
« 0,84} A A Ah AAA, %é OC.)
‘2 ' st 3 04
£ V A A -
= wr
0,64 U = [ S 0.24
= W ;802
§ o
0,4 = 0,04

0 100 200 300 400 02 03 04 05 06 07
Numer reszty aminokwasowe;j $rednia hydropatia

Rysunek 4.6 Analizy in silico sekwencji Nucb2.

A) Sktonnos¢ do nieuporzgdkowania Nucb2 wyznaczona za pomocq predyktora PONDR® (172). Wykres
przedstawia punktacje PONDR dla poszczegdlnych reszt aminokwasowych. Czarna linia oddziela od
siebie wartosci uporzqgdkowane oraz nieuporzgdkowane. Fragmenty o punktacji > 0,5 wykazujg
nieuporzgdkowanie. B) Tendencja do nieuporzqgdkowania Nucb2 oszacowana przez predyktor IUPred2A.
Fragmenty o najwiekszych wartosciach punktacji wykazujqg najwieksze prawdopodobieristwo do
nieuporzgdkowania. C) Dynamika taricucha bocznego Nucb2 wyznaczona programem DynaMine.
Wartos¢ S? ponizej 0,69 oznacza fragmenty elastyczne, natomiast S? powyzej 0,8 - fragmenty
uporzqgdkowane, sztywne. Fragmenty o wartosciach S? 0,69 - 0,8 charakteryzujq sie dynamikq zalezng od
kontekstu. D) Wykres Uversky’ego przedstawiajgcy zaleznosc¢ sredniego tadunku netto od sredniej
hydropatii. Na wykresie znajdujq sie 54 IDPs (biate symbole) oraz 105 biatek globularnych (szare
symbole), ktére sq oddzielone czarng linig. Niebieska gwiazda przedstawia Nucb2, a pomarariczowa
gwiazda - nesfatyne-3.
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Nucb2 zawiera pig¢ IDRS obejmujacych nastepujgce reszty aminokwasowe: 52-101,
171-192, 263-302, 316-368 oraz 392-435. Natomiast tendencje do strukturyzacji wykazujg reszty
aminokwasowe: 10-51, 102-170 oraz 193-262. Analiza PONDR®™ (Rys. 4.6A) pokazata, ze
Nuch2 moze charakteryzowac si¢ struktura ztozong z wystepujacych naprzemiennie fragmentow
nieuporzadkowanych oraz uporzadkowanych. W szczegolnosci dotyczy to fragmentu Nucb2
obejmujgcego nesfatyny-1 oraz -2. Natomiast fragment karboksylowy (nesfatyna-3), odznacza
si¢ nizszym udzialem fragmentow uporzadkowanych. Wynik Kkolejnego predyktora
nieuporzagdkowania IlUPred2A (174) roéwniez potwierdza powyzsze obserwacje (Rys. 4.6B).

Przewidywanie dynamiki tancucha bocznego Nucb2 wykonane narzedziem
bioinformatycznym DynaMine (195) pokazato obecnos¢ 2 IDRs (parametr S? <0,69)
obejmujacych reszty 183-208 oraz 381-435 Nuch2 (Rys. 4.6C). Dodatkowo Nucb2 odznacza si¢
wysoka zawarto$cig fragmentow (49,1%), ktorych dynamika jest zalezna od kontekstu (wartos¢
S?2 0,69-0,8). Fragmenty o posredniej wartosci S? moga ulegaé fatdowaniu w obecnosci
ligandow/partnerow molekularnych (175). Co ciekawe, fragmenty o dynamice zaleznej od

kontekstu sg roztozone rownomiernie w calej sekwencji Nucb2 (Rys. 4.6C).

Sekwencja aminokwasowa biatka determinuje jego sposob fatdowania. IDPs posiadaja
charakterystyczny sktad aminokwasowy, rézny od biatek globularnych (194). IDPs bogate sa
w aminokwasy promujgce nieuporzadkowanie, gtownie o charakterze polarnym oraz
posiadajace tadunek takie jak Arg, GlIn, Glu, Asp, Pro, Lys oraz Ser (196). Jednocze$nie
charakteryzuja si¢ zmniejszong zawartoscig aminokwasoéw promujacych fatldowanie si¢ biatka,
najczesciej hydrofobowych takich jak lle, Leu, Phe, Cys, Trp, Tyr oraz Val (196). Wiele IDPs
zawiera wzglednie duzo reszt aminokwasowych o charakterze kwasowym czy zasadowym (196).
Sekwencja Nucb2 jest bogata w aminokwasy promujace nieuporzadkowanie (okoto 53%),
szczegdlnie aminokwasy o charakterze kwasowym (24,4%), z czego okoto 66% tych reszt
aminokwasowych znajduje si¢ w sekwencji nesfatyny-3. Aminokwasy aromatyczne stanowig
5,5% sekwencji Nucb2. Sktad aminokwasowy Nucb2 sugeruje, ze moze ono posiada¢ w duzej
mierze nieuporzadkowany charakter. Dodatkowo na wykresie Uversky’ego, ktory przedstawia
zalezno$¢ $redniego tadunku netto od $redniej hydropatii, Nucb2 oraz nesfatyna-3 znajduja sig
w grupie IDPs (Rys. 4.6D). Nesfatyna-3 ze wzglgdu na wyzszg warto$¢ $redniego tadunku netto
znajduje si¢ dalej od granicy pomigdzy IDPs a biatkami globularnymi niz biatko petnej dtugosci,

co sugeruje wigkszy stopien nieuporzadkowania (Rys. 4.6D).
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Podsumowujac, analizy in silico pokazaty, ze Nucb2 moze wykazywac strukture ztozong
zarowno z IDRs jak i fragmentow uporzadkowanych, wystepujacych naprzemiennie. Dalsze
analizy in vitro byly przeprowadzane w celu okreslenia metodami eksperymentalnymi

molekularnej charakterystyki Nucb2 oraz nesfatyny-3.

4.4.2 Analiza zawartosci struktury drugorzedowej biatek za pomoca spektroskopii dichroizmu

kotowego

Spektroskopia dichroizmu kotowego (CD, ang. circular dichroism) jest metoda
wykorzystywang do oszacowania zawartosci struktur drugorzedowych w biatkach (197).
Technika ta opiera si¢ na roznicy pomigdzy absorbcjg Swiatta spolaryzowanego kotowo
lewo- oraz prawoskretnie przez chromofor w probce (197). W obszarze dalekiego nadfioletu
(190- 260 nm), wigzanie peptydowe jest glowng grupa absorbujacg promieniowanie
elektromagnetyczne z zakresu UV/Vis w biatkach (197). Elementy struktury drugorzedowe;j
wykazuja charakterystyczne widma CD. Struktury a-helikalne charakteryzuja si¢ dwoma
minimami przy dtugosciach fali 208 oraz 222 nm (198). W przypadku dobrze zdefiniowanej
B- struktury obserwuje si¢ minimum przy dtugosci fali 218 nm oraz maksimum przy dtugosci
fali 200 nm (199). Natomiast peptydy zawierajace IDRs wykazujg minimum przy dtugosci fali
200 nm (200). Spektroskopia CD jest czgsto wykorzystywang technikg do analizy zmian
konformacyjnych biatek, ktore sa wywolane zmiang parametréw takich jak temperatura, pH czy

obecnos¢/wigzanie si¢ roznych ligandow (201).

Nucb2 posiada w swojej strukturze trzeciorzedowej dwie domeny dtoni EF (202), ktore
sa odpowiedzialne za wigzanie jonéw Ca?" oraz Mg?* (133). Dodatkowo na koncu aminowym
Nuch? jest zlokalizowany domniemany motyw wigzania jonow Zn?*, obecny takze w paralogu
Nucbl (18). W celu wyznaczenia zawartosci struktur drugorzedowych Nucb2 oraz ich zmian
pod wplywem naturalnych ligandéow biatka- jonéw metali (Ca®*, Zn?* oraz Mg®"),
zarejestrowano widma CD w obszarze dalekiego nadfioletu. Odpowiednie stgzenia jonow
wybrano bazujac na informacji o ich st¢zeniach fizjologicznych. Wewnatrzkomorkowe stezenie
Ca2* w cytozolu jest rowne okoto 100 nM, natomiast zewnatrzkomorkowe stezenie Wynosi okoto
2 mM (203, 204). Fizjologiczne stezenie wolnych jonow Zn?* jest bardzo niskie (od pM do nM).
Jednakze w przypadku Zn?* wykorzystano w pomiarach stezenia mikromolarne, ze wzgledu na
akumulacje w warunkach fizjologicznych jonéw Zn?* o takim stezeniu W komorkach

okreslonych tkanek np. neuronach (205) czy komorkach B trzustki (206). Stezenie fizjologiczne
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jonow Mg?* jest w zakresie milimolarnym (126). Calkowite wewnatrzkomoérkowe stezenie

jonow Mg?* wynosi 15 mM (207).

Widmo CD dla Nucbh2 w obecnosci 5 mM EDTA (Rys. 4.7), charakteryzuje si¢ dwoma
minimami przy dlugosci fali 208 oraz 222 nm, co sugeruje obecno$¢ znaczacej ilosci struktur
a- helikalnych w biatku. Dekonwolucja danych CD za pomoca oprogramowania CDNN (177)
(Tab. 4.1) pokazala, ze dominujgcym typem struktury drugorzedowej Nucb2 jest struktura
a- helikalna (46,9 + 0,4%). Nucb2 posiada rowniez znaczng ilo$¢ struktur nieuporzadkowanych
(24,6 + 0,2%). PB-struktury stanowig 11,46 + 0,06% zawartoSci Nucb2, natomiast
zwroty B - 14,83 + 0,06%. Obecnosé¢ jonow Ca?* o stezeniu 10 mM spowodowata zwickszenie
si¢ zawarto$ci struktur a-helikalnych Nucb2 (Rys. 4.7A oraz Tab. 4.1) z 46,8 + 0,4% do
54,0+ 1,8%. Jednocze$nie zaobserwowano zmniejszenie si¢ zawartosci  struktur
nieuporzadkowanych z 24,6 + 0,2% do 20,6 £+ 0,9%. Powyzsze wyniki wskazujg, ze jony Ca®*
istotnie wptywaja na strukture drugorzedowa Nucb2. Nastepnie zbadano wptyw jonéw Zn?" na
strukture drugorzedowa Nucb2. Obecno$¢ jonow Zn?* o stezeniu 0,1 oraz 0,2 mM nieznacznie
wplywa na zawarto$¢ struktury drugorzedowej, prowadzac do zwiekszenia zawarto$ci struktur
a- helikalnych oraz zmniejszenia si¢ udziatu struktur nieuporzadkowanych (Rys. 4.7B oraz Tab.
4.1). Natomiast w obecnosci jonow Zn?* o stezeniu 0,3 mM obserwowano znaczny zanik sygnatu
CD (Rys. 4.7B). Dla badanego st¢zenia Nucb2 oraz dla st¢zen ZnCl, > 0,3 mM, pomiary oraz
ich analiza sa problematyczne, ze wzgledu na obserwowane wytracanie si¢ biatka. Pomiary CD
Nucb2 w obecnosci 10 mM MgClz pokazaty, ze jony Mg?" nie maja wplywu na jego strukture
drugorzedowsa (Rys. 4.7C oraz Tab. 4.1).

Przedstawione powyzej wyniki wskazuja, ze Nucb2 ulega zmianom strukturalnym
w obecnosci 10 mM CaCl, oraz 0,1-0,2 mM ZnCly, ktore polegaja na zwigkszeniu zawartoSci
struktur o-helikalnych oraz zmniejszeniu udziathu struktur nieuporzadkowanych. Jony Ca?" maja
wiekszy efekt na zmiane struktury drugorzgdowej. Natomiast obecno$¢ wysokiego stezenia
ZnCl, prowadzi do wytracania si¢ Nucb2. Jony Mg?* nie zmieniaja struktury drugorzedowe;
Nucb2.
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Rysunek 4.7 Wplyw jonéw Ca?*, Zn** oraz Mg?** na strukture drugorzedowgq Nucbh2
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Widma CD dalekiego nadfioletu byty rejestrowane dla 10 uM Nucb2 w buforze A w obecnosci
5 mM EDTA, 10 mM CaCl, (A), 0,1 mM, 0,2 mM i 0,3 mM ZnCl, (B) oraz 10 mM MgCl, (C) w 20°C.

Tabela 4.1 Zawartos¢ struktury drugorzedowej Nucb2 w nieobecnosci oraz obecnosci Ca?*, Zn**, Mg**

W tabeli przedstawiono udziat procentowy kazdego elementu struktury drugorzedowej Nucb2, ktéra
zostat oszacowany za pomocq programu CDNN (177). Wyniki sq sredniq z trzech niezaleznych
eksperymentow. Wyniki przedstawione dla Nucb2 w obecnosci 0,3 mM ZnCl; nie sumujq sie do 100%
i nalezy je traktowac z ostroznosciq ze wzgledu na precypitacje Nucb2 w tych warunkach.

Czynnik

EDTA(5 mM)
Ca?* (10 mM)
Zn? (0,1mM)
Zn?*(0,2 mM)
Zn% (0,3 mM)

Mg?* (10 mM)

Helisy a

46,9 + 0,4
54,0+1,8
49,8 + 0,6
51,7+0,8
18,7 + 0,0

43,5+ 2,0

Arkusze f

Antyréwnolegte

Rownolegte

udzial (%)

5,53 + 0,06
4,5+02
5,2 +0,06
4,9+0,11
12,6 £ 0,0

6,0 £ 0,3

5,93+ 0,06
47403
5,46 + 0,06
516+ 0,11
15,4 £ 0,0

6,6 + 0,4
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Zwroty B

14,83 + 0,06
13,8+ 0,3
14,4 +0,1

14,13 + 0,11
19,7 + 0,0

153 0,3

Struktury
nieuporzad-
kowane (D)

24,6+ 0,2
20,6 + 0,9
232403
22,3 + 0,4
46,6 £ 0,0

26,5+1,2



Strukture drugorzedowa nesfatyny-3 w obecnosci jondw metali (Ca?*, Zn?* oraz Mg?"),
takze analizowano za pomoca spektroskopii CD. Widma CD nesfatyny-3 w obecnosci
5mM EDTA, podobnie jak widma biatka Nucb2 charakteryzujg si¢ minimami przy dtugosci
fali 208 oraz 222 nm (Rys. 4.8). Nesfatyna-3 jest biatkiem bogatym w struktury a-helikalne
(33,0 = 1,3%) oraz struktury nieuporzadkowane (33,0 = 1,0%) (Tab. 4.2). Odznacza si¢ takze
zawarto$cig B- struktur (17,1 + 0,7%) oraz zwrotéw B (16,9 £ 0,3%). W obecnosci jonow Ca?*
dochodzi do zwigkszenia udziatu struktur a-helikalnych (43,8 + 3,0%) oraz zmniejszenia ilo$ci
struktur nieuporzadkowanych (26,4 + 1,7%) oraz B-struktur (12,6 + 0,11%) (Tab. 4.2) Zatem,
podobnie jak w przypadku Nuch2, jony Ca?* wptywaja na strukture drugorzedowa nesfatyny- 3.
Obecno$¢ wzrastajacego stezenia jonow Zn?* (do 0,3 mM) prowadzi takze do zwiekszenia
udziatu struktur a-helikalnych (45,9 + 0,8%) oraz rownoczesnego zmniejszenia udziatu struktur
nieuporzadkowanych (25,2 + 0,5%) nesfatyny-3 (Rys. 4.8B). Dodatkowo nesfatyna-3 jest mniej
wrazliwa na wysokie stezenia jonéw Zn?" niz bialko Nucb2. Podczas eksperymentéw nie
obserwowano procesu wytracania biatka. Co ciekawe, obecno$é jonow Mg?* takze powoduje
wzrost zawartosci struktur a-helikalnych (38,0 + 1,0%) wraz ze zmniejszeniem si¢ struktur
nieuporzadkowanych (29,8 + 0,6%) (Rys. 4.8C oraz Tab. 4.2). Jednak efekt jonow Mg?* jest

stabszy niz jonéw Ca?* oraz Zn?*.

Wyniki analizy CD pokazaty, ze do zmian struktury drugorzedowej nesfatyny-3 dochodzi
w obecnosci jonow Ca®*, Zn?* oraz Mg?*. Obecno$¢ tych jonéw prowadzi do zwigkszenia sig
zawartosci  struktur o-helikalnych w nesfatynie-3 oraz zmniejszenia udziatu struktur
nieuporzadkowanych. Najwickszy efekt obserwowano dla jonéw Zn?*, a najmniejszy dla jonow

Mg?*.
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Rysunek 4.8 Wpfyw jonéw Ca?*, Zn** oraz Mg?** na strukture drugorzedowgq nesfatyny-3
Widma CD dalekiego nadfioletu byty rejestrowane dla 10 uM nesfatyny-3 w buforze A w obecnosci
5mM EDTA, 10 mM CaCl»(A), 0,05-0,3 mM ZnCl, (B) oraz 10 mM MgCl> (C) w 20°C.

Tabela 4.2 Zawartos¢ struktury drugorzedowej nesfatyny-3 w nieobecnosci oraz obecnosci Ca**, Zn**

oraz Mg*

W tabeli przedstawiono zawartosc procentowq kazdego elementu struktury drugorzedowej nesfatyny- 3,
ktora zostata oszacowana za pomocq programu CDNN (177). Wyniki sq srednig z trzech niezaleznych

eksperymentow.
Czynnik Helisy a Arkusze f Zwroty beta Struktury
nieuporzadkowane
(D)
Antyréwnoleglte | Roéwnolegle
Udzial (%)
EDTA (5 mM) 33,0+1,3 8,0+0,3 9,1+0,4 16,9 +0,3 33,0+1,0
ca’ (10 mM) 44,0 £3,0 6,1+0,5 6,5+0,6 15,2 + 0,4 264+17
Mg (10 mM) 38,0+1,0 7,0+0,2 78+0,2 16,1+ 0,14 29,8+0,6
Zn%* (0,05 mM) 450+1,1 58+0,2 6,3+0,2 15,1+0,2 257+0,6
Zn% (0,1 mM) 451+0,5 5,77 +£ 0,06 6,27 +£ 0,06 15,07 + 0,06 25,6 +0,3
Zn% (0,2 mM) 47,0+1,0 547 +0,12 59+0,2 14,7 +£0,2 244+0,5
Zn% (0,3 mM) 459+0,8 5,67 +0,15 6,13 +0,15 149+0,1 252+0,5
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4.4.3 Analiza zmian struktury trzeciorzedowej biatek za pomocg pomiaréw wewnetrznej fluorescenc;ji

biatka

Analiza widm CD pokazata, ze Nucb2 oraz nesfatyna-3 ulegaja zmianom struktury
drugorzedowej pod wptywem jonéw Ca?* oraz Zn?*. Mozemy przypuszczaé, ze badane jony
wptywaja takze na strukture trzeciorzedowa obu bialek. W celu okreslenia wptywu jonéw metali
Ca?", Zn?* oraz Mg?* na strukture trzeciorzedowa biatek, przeprowadzono pomiary wewnetrznej
fluorescencji reszt Trp Nucb2 oraz nesfatyny-3. Widmo emisji reszt Trp jest zalezne od ich
otoczenia (208). Kiedy reszta Trp jest zlokalizowana w $rodowisku hydrofobowym w czasteczce
bialka, charakteryzuje si¢ maksimum emisji przy dtugosciach fal mniejszych od 340 nm (208).
Reszty Trp, ktore sg zlokalizowane w Srodowisku polarnym posiadajg maksimum emisji przy
dhugosciach fal wigkszych od 340 nm (208). Nucb2 posiada dwie reszty Trp, ktore sg
zlokalizowane w sekwencji nesfatyny-3. Maksimum emisji dwoch reszt Trp Nuch2
W nieobecnos$ci jondw metali znajduje si¢ przy dtugosci fali 356 nm (Rys.4.9A), co wskazuje na
lokalizacje tych reszt w otoczeniu polarnym, najprawdopodobniej na powierzchni biatka. Taka
ekspozycja do rozpuszczalnika jest charakterystyczne dla reszt Trp, ktore znajdujg si¢ w
regionach IDPs (208). W obecnosci jonow Ca?* o stezeniu 10 mM, obserwowano znaczny wzrost
intensywnos$ci fluorescencji (okoto 2-krotny) (Rys. 4.9A) oraz nieznaczne przesunigcie
maksimum fluorescencji w kierunku fal krotszych tzw. blue shift (208) (z 356 nm do 354 nm),

co sugeruje niewielkg zmiang otoczenia reszt Trp w kierunku hydrofobowym (Rys. 4.9A).

W obecnosci jonéw Zn®* o stezeniu 0,1-0,3 mM ZnCl; dochodzi do znacznego
przesunigcia maksimum fluorescencji w kierunku fal krotszych (Rys. 4.9B i D) wynoszacego
okoto 10 nm, co wskazuje na zmiang otoczenia reszt Trp na bardziej hydrofobowe pod wptywem
jonow Zn?*. Podobnie jak w przypadku jonow Ca?*, obecnoéé jondow Zn?* o stezeniu 0,1- 0,2 mM
powoduje znaczny wzrost intensywnos$ci fluorescencji (1,94-krotny). Jednakze intensywno$¢
fluorescencji Nucb2 spada w obecnosci 0,3 mM ZnCly, co moze by¢ spowodowane wytragcaniem
sic Nucb2 (Rys. 4.9B i D). Obecnos¢ jonéw Mg?" nie ma wptywu na zmiane pozycji maksimum

emisji reszt Trp. Natomiast powoduje niewielki wzrost intensywnosci fluorescencji (Rys. 4.9C).

Powyzsze badania pokazaly, ze jony Zn?* wptywaja na strukture trzeciorzedowa Nucb2.
Prawdopodobnie jony Zn?* poprzez zmiany strukturalne w obrebie nesfatyny-3 prowadza do
kompaktowania si¢ struktury biatka. Obecnos¢ jonéw Ca?* powoduje niewielkg zmiane
w otoczeniu reszt Trp Nucb2, natomiast jony Mg?* nie wptywaja na widmo fluorescencyjne
Nuch2.
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Rysunek 4.9 Zmiany wewnetrznej fluorescencji Nucb2 w obecnosci jonéw Ca?*, Zn** oraz Mg**

Widma fluorescencji reszt Trp 2 uM Nucb2 w buforze A w obecnosci 5 mM EDTA, 10 mM CaCl,,
(A) 0,1- 0,3 mM ZnCly(B) oraz 10 mM MgCl, (C). Zmiana dtugosci fali oraz intensywnosci fluorescencji
reszt Trp Nucb2 w obecnosci wzrastajgcego stezenia ZnCl; (D).

Badania wewngtrznej fluorescencji reszt Trp nesfatyny-3 w obecnosci jonow metali
pokazaly, ze nesfatyna-3 reaguje w podobny sposob na jony metali jak Nucb2. Nesfatyna-3
W nieobecnosci jondow metali odznacza si¢ maksimum emisji reszt Trp przy dlugosci fali
353 nm, co wskazuje na jej nieuporzadkowany charakter (Rys. 4.10). W obecnosci jonéw Ca?*
obserwowano niewielki wzrost fluorescencji oraz przesuniecie si¢ maksimum fluorescencji reszt
Trp w kierunku fal krotszych o 2 nm (531 nm). Podobnie jak w przypadku biatka petnej dtugosci
Nuch2 sugeruje to nieznaczng zmian¢ otoczenia W kierunku hydrofobowym (Rys. 4.10A).
Obecnoéé jonow Mg?* spowodowala nieznaczne zmniejszenie intensywnosci fluorescencii,
jednak nie spowodowata przesunigcie maksimum emisji reszt Trp (Rys. 4.10C). Najwigksze
zmiany w strukturze trzeciorzedowej nesfatyny-3 obserwowano w obecno$ci jonéw Zn?*
(Rys. 4.10B i D). Obecno$¢ jonéw Zn?* we wzrastajacym stezeniu (0,05 - 0,3 mM) prowadzita
do przesunigcia si¢ maksimum emisji 0 13 nm w kierunku fal krotszych (z 353 do 340 nm), co
sugeruje bardziej hydrofobowe otoczenie reszt Trp w obecnosci jonow Zn?*. Dodatkowo
intensywnos$¢ fluorescencji nesfatyny-3 wzrastala wraz ze wzrostem stgzenia jonow Zn?*

(Rys. 4.10D).
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Przedstawione badania pokazuja, ze struktura trzeciorzgdowa nesfatyny-3 jest wrazliwa
w podobny sposob na jony metali jak Nucb2. Oba biatka ulegaja niewielkiej zmianie
strukturalnej w obecnosci jonow Ca®*. Moze to wynikaé z przegrupowania reszt Trp obecnych
w biatkach. Natomiast, jony Zn?* prowadza do zmiany otoczenia reszt Trp obu biatek na bardziej
hydrofobowe, co pozwala przypuszczaé, ze obecnos¢ jondow Zn?* indukuje proces fatldowania
zaro6wno Nucb?2 jak i nesfatyny-3, przynajmniej w obrgbie dwoch Trp obecnych w biatkach. Jest
to zaskakujaca obserwacja, z uwagi na brak typowego motywu wiazania Zn®" w sekwencji
nesfatyny-3. Dodatkowo w odrdznieniu od Nucb2, nesfatyna-3 nie ulega wytraceniu sie¢
W obecnoéci jonéw Zn?* o stezeniu 0,3 MM, co moze sugerowaé réozny wptyw Zn?* na oba
badane biatka.
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Rysunek 4.10 Zmiany wewnetrznej fluorescencji biatka nesfatyny-3 w obecnosci jonow Ca?, Zn** oraz

Mg2+

Widma fluorescencji reszt Trp 2 uM nesfatyny-3 w buforze A w obecnosci 5 mM EDTA, 10 mM CaCl,, (A)
0,05-0,3 mM ZnClx(B) oraz 10 mM MgCl»(C). Zmiana dtugosci fali oraz intensywnosci fluorescencji reszt
Trp nesfatyny-3 w obecnosci wzrastajgcego stezenia ZnCl (D).

4.4.4  Analiza zmian strukturalnych biatek za pomoca limitowanej proteolizy

Wyniki analiz widm CD oraz fluorescencyjnych pokazaty, ze struktura drugo- oraz
trzeciorzedowa Nucb2 oraz nesfatyny-3 ulegaja zmianie pod wptywem jonéw Ca®* oraz Zn?*.
W celu dalszego scharakteryzowania wptywu jonow Ca?*, Zn?* oraz Mg?* na strukture Nucb2

oraz nesfatyny-3 wykorzystano limitowana proteoliz¢. Trawienie obu biatek prowadzono
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W nieobecnosci oraz obecnosci jondw Ca®*, Zn?** oraz Mg?* przy uzyciu proteazy serynowej,
endopeptydazy glutamylowej Glu-C ze szczepu V8 Staphylococcus aureus (Gluv8). Gluv8
selektywnie hydrolizuje wigzanie peptydowe po karboksylowej stronie reszt Glu oraz Asp (209).
Proteoliza biatka jest obserwowana szczegolnie w tych cze$ciach tancucha polipeptydowego,
ktore wykazuja znaczng elastyczno$¢ oraz nieuporzadkowanie (210-212). Na rysunku 4.11A
oraz B przedstawiono wynik analizy elektroforetycznej produktow trawienia Nuch2
W nieobecnosci oraz obecnosci jonéow Ca®*. Jak pokazano (Rys. 4.11A) inkubacja biatka
W nieobecnosci jonow z proteaza GluVS8 prowadzita do powstania kilku fragmentéw o masie
molekularnej okoto 45 kDa oraz 30 kDa. Fragmenty o masie molekularnej okoto 45 kDa
(Rys. 4.11A) ulegaja dalszej hydrolizie w czasie i dochodzi do akumulacji produktéw trawienia
o masie molekularnej okoto 30 kDa. Natomiast, obecnos¢ 10 mM CaClz sprawia, ze Nuch2 staje
si¢ bardziej odporne na trawienie (Rys. 4.11B). W obecnoéci jonéw Ca?*, powstaje jeden gtowny
produkt o masie molekularnej okoto 45 kDa, ktorego akumulacje¢ obserwowano nawet po 240
minutach (Rys. 4.11B).

Aby uzyska¢ wiecej informacji o wplywie jonéw Ca®" na strukture Nucb2,
przeprowadzono trawienie biatka w roznych stezeniach CaClz (0-10 mM) (Rys. 4.12A). Male
stezenia jonow Ca?" (0,01-0,1 mM) nie zmieniaja wrazliwoéci Nucb2 na trawienie. Dopiero
obecnos¢ 1 mM CaCl; sprawia, ze Nucb?2 staje si¢ bardziej odporne na trawienie proteaza GluV8
(Rys. 4.12A). Podczas trawienia dochodzi do akumulacji produktu o masie molekularnej 45 kDa
(Rys. 4.12A). Analiz¢ zmian strukturalnych Nucb2 za pomocg limitowanej proteolizy
prowadzono takze w obecnosci 0,1 mM ZnCl; oraz 10 mM MgCl,. Obecnoéé jondéw Zn?*
spowodowata, ze Nucb2 wykazywato wigkszg odporno$¢ na trawienie proteazg GluV8
(Rys. 4.11C ). Dalsza analiza pokazala, ze Nucb2 w obecnosci niskiego stezenia Zn?*
(Rys. 4.12B) (0- 0,01 mM) jest wrazliwe na trawienie proteazy GluV8. Jednakze inkubacja
z 0,1 mM ZnCl; pozwolila na zaobserwowanie odpornosci na proteolize (Rys. 4.12B). Slad
pochodzacy od biatka niestrawionego jest widoczny nawet po 240 min. Natomiast jony Mg?* nie
wplywaja na zmian¢ wzoru trawienia Nucb2 (Rys. 4.11D). Powyzsze wyniki pokazaty, ze Nucb2
odznacza si¢ znaczna stopniem elastycznoéci, a w obecnosci jonéw Ca?" oraz Zn?* ulega
zmianom strukturalnym, prowadzacym do wzrostu zawartosci struktur o- helikalnych wraz ze
zmniejszeniem zawartosci struktur nieuporzadkowanych. Wyniki s3 zgodne z wcze$niej

przedstawionym analizami CD oraz fluorescenciji.
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Rysunek 4.11 Analiza SDS-PAGE produktow limitowanej proteolizy Nucb2 w réinych odstepach
czasowych (0-240 min)

Nucb2 byto inkubowane z proteazq GluV8 w 20°C w obecnosci 5 mM EDTA (A), 10 mM CaCl; (B),
0,1 mM ZnCl, (C) oraz 10 mM MgCl, (D) w czasie 0-240 min. M — biatkowy standard masowy;
-V8 — prébka kontrolna bez proteazy GluV8; +V8 — reakcja proteolizy; 0-240’- prdbki pobierane
w poszczegdlnych odstepach czasowych (0-240 min).

71



A CcaCl, B ZnCl,

0 min 120 min CTRL 0 min 120 min CTRL

\ \ N Q N

kDa © O o RO ®$Q LMD ¢ P kDa © QA @Q@\% o 0 PP
116 116
66 66
45
45 35
35 25
25 18

18
. MgCl,
0 min 120 min CTRL

Rysunek 4.12 Analiza SDS-PAGE trawienia Nucb2 przez proteaze GluV8 w obecnosci roznych stezen
jonow metali

Reakcja trawienia Nucb2 w obecnosci A) 0-10 mM CaCl;, B) 0-0,1 mM ZnCl;, C) 0-10 mM MgCl..
Proteoliza Nucb2 byta prowadzona w 20°C przez 120 min. M - biatkowy standard masowy; 0 min — Nucbh2
trawione przez GluV8 w obecnosci odpowiednich stezer uzytych jonow metali w czasie 0; 120 min —
Nucb2 trawione przez GluV8 w obecnosci odpowiednich stezer uzytych jondw metali po 120 min; CTRL -
kontrola reakcji bez proteazy GluVS8; 0°, 120’ — kontrola reakcji bez proteazy GluV8 odpowiednio w czasie
0 oraz 120 min.

Trawienie nesfatyny-3 proteazg GluV8 w nieobecnosci jonow prowadzi do powstania

kilku produktow o masie molekularnej okoto 27 kDa, ktore ulegaja dalszemu trawieniu do
krétszych peptydow (Rys. 4.13A). Obecnosé¢ CaCl, w stezeniu 10 mM prowadzi do zmniejszenia
wrazliwos$ci nesfatyny-3 na trawienie GluV8 (Rys. 4.13B). Trawienie zachodzi o wiele wolniej,
a niestrawione biatko jest widoczne nawet po 240 min. Obecno$é jonow Ca?" powoduje
stabilizacje produktow o masie molekularnej okoto 27 kDa, ktore nie ulegajg dalszemu trawieniu
(Rys. 4.13B). W celu zbadania wrazliwosci nesfatyny-3 na jony Ca?* przeprowadzono trawienie
biatka w obecnosci roznych stezen CaCl, w ciggu 120 min. Nesfatyna-3 w obecnosci CaCl
w stezeniu 0,01 mM wykazuje podobng wrazliwo$¢ na trawienie jak w nieobecnosci jonow.
Dopiero obecnos¢ CaClz, w stezeniu 0,1 mM oraz wigkszym prowadzi do uzyskania odpornosci

na trawienie przez nesfatyng-3 (Rys. 4.14A). Trawienie nesfatyny-3 w obecnosci ZnCl»
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w stezeniu 0,1 mM odznacza si¢ podobnym wzorem trawienia jak biatko w obecnosci jonow
Ca?" (Rys. 4.13C), jednak efekt jest mniejszy niz w przypadku jonow Ca?*. Trawienie
nesfatyny- 3 w obecnosci réznych stezen jonéw Zn?* pokazato, ze mniejsze stgzenia ZnCl,
(0- 0,01 mM) nie zmieniajg wrazliwosci nesfatyny-3 na trawienie. Dopiero obecnos¢ ZnCl»
w stezeniu 0,05 mM prowadzi do odpornosci biatka na trawienie (Rys. 4.14B). Obecno$¢ jonow
Mg?* nie zmienia wrazliwosci nesfatyny-3 na trawienie GluV8 (Rys. 4.14C). Nesfatyna-3
wykazuje podobne zachowanie jak Nucb2. Jednakze nesfatyna-3 wydaje si¢ by¢ bardziej

wrazliwa na zmiang stezenia jonéw Ca?" w poréwnaniu do Nuch2.
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Rysunek 4.13 Analiza SDS-PAGE produktow trawienia nesfatyny-3 w roznych odstepach czasowych
(0- 240 min)

Proteoliza nesfatyny-3 byta prowadzona w 20°C w obecnosci 5 mM EDTA (A), 10 mM CaCl; (B),
0,1 mM ZnCl, (C) oraz 10 mM MgCl, (D). M — biatkowy standard masowy; -V8 - probka kontrolna bez
proteazy; +V8 — reakcja proteolizy; 0-240’- probki pobierane w poszczegdlnych odstepach czasowych
(0- 240 min).
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Rysunek 4.14 Analiza SDS-PAGE trawienia nesfatyny-3 przez proteaze GluV8 w obecnosci réinych
stezen jonow metali

Reakcja trawienia nesfatyny-3 w obecnosci A) 0 - 10 mM CaCl, B) 0 - 0,3 mM ZnCl;, C) 0 - 10 mM MgCl..
Proteoliza nesfatyny-3 byta prowadzona w 20°C przez 120 min. M- biatkowy standard masowy;
0 min — nesfatyna-3 trawiona przez GluV8 w obecnosci odpowiednich stezen uzytych jonow metali
w czasie 0; 120 min — nesfatyna-3 trawiona przez GluV8 w obecnosci odpowiednich stezen uzytych jonow
metali po 120 min; CTRL - kontrola reakcji bez proteazy GIluV8; 0°, 120’ — kontrola reakcji bez proteazy
GluV8 odpowiednio w czasie 0 oraz 120 min.

445 Analiza dynamiki strukturalnej Nucb2 za pomocg HDX-MS

Analizy wynikdow CD pokazaly, ze biatko Nucb2 zawiera znaczng ilo$¢ struktur
nieuporzadkowanych. W obecnosci jonéw Ca?* oraz Zn?*, dochodzi do zwiekszenia iloci
struktur  o-helikalnych biatka z jednoczesnym zmniejszeniem zawartosci —Struktur
nieuporzagdkowanych. W celu sprawdzenia strukturalnej dynamiki biatka, a takze identyfikacji
reszt, ktore moga bra¢ udziat w wiazaniu jonéw Ca®*, Mg?* oraz Zn?*, wykorzystano technike
wymiany proton-deuter sprzgzonej ze spektrometria mas (HDX-MS, ang. hydrogen deuterium
exchange coupled with mass spectrometry). Metoda ta opiera si¢ na analizie szybko$ci wymiany
protonu z deuterem w grupach amidowych biatek (213). Postep wymiany jest okreslany za
pomoca spektrometrii mas (214). Jest on zalezny od konformacyjnej elastycznosci tancucha
polipeptydowego oraz dostepnosci do rozpuszczalnika reszt amidowych (215, 216). Wymiana
w grupach amidowych, ktore sa zaangazowane w wigzania wewnatrzczasteczkowe 1 sg
zlokalizowane w strukturze drugo- oraz trzeciorzedowej zachodzi wolno. Natomiast, wymiana

w grupach eksponowanych do rozpuszczalnika oraz niezaangazowanych w tworzenie
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elementoéw strukturalnych, zachodzi szybko (217, 218). HDX-MS jest czgsto wykorzystywana
technika do detekcji IDRs w biatkach ze wzglgdu na zdolno$¢ odrdzniania pomigdzy regionami

biatka o r6znym stopniu wymiany proton-deuter (213).

Pomiary HDX-MS prowadzono dla Nucb2 w obecnosci 5 mM EDTA, 10 mM Ca®",
10 mM Mg?* oraz 0,1 mM Zn?* w roznych odstepach czasu (10 s do 1 h). Stezenia jondw metali
zostaly wybrane na podstawie wczesniej przeprowadzonych analiz. Wzor deuteracji (Rys. 4.15A
i B) dla Nucb2 w obecno$ci 5 mM EDTA pokazat, ze fragment aminowy biatka zawiera zarowno
peptydy ulegajace szybkiej oraz wolnej wymianie wystgpujace naprzemiennie, tworzace
mozaikowg strukture (Rys. 4.15A i B). Natomiast, peptydy znajdujace si¢ we fragmencie
karboksylowym (Rys. 4.15B) charakteryzowaty si¢ szybka wymiang (powyzej 80%) zachodzacg
juz po 10 s, co sugeruje ich wysoka konformacyjng elastyczno$é¢, dynamike oraz ekspozycje do

otoczenia.

Eksperyment HDX-MS dla Nucb2 w obecnosci 10 mM CaCl, pokazat, ze obecnosé¢
jonow Ca?" wplywa na fragment karboksylowy Nucb2 (Rys. 4.15C i D). Efekt jonow Ca®* byt
widoczny dla peptydow 241-260 oraz 285-310, ktore odpowiadaja sekwencji petli z motywu
HLH dwoch domen dioni EF. Obserwowano zmniejszenie si¢ stopnia deuteracji dla tych
peptydéw Nucb2, co swiadczy o strukturyzowaniu si¢ tych czesci biatka w obecno$ci jonow

Ca?*

W obecnosci 0,1 mM ZnClz do zmian dochodzi w fragmencie aminowym Nucbh2. Stopien
wymiany proton-deuter ulega zwigkszeniu w obszarze trzech regionéw (peptydy 32- 55, 72-94,
115-149), co $wiadczy o ich zwigkszonej ekspozycji do otoczenia. Zmiany zachodzg w obrebie
konserwatywnego motywu wigzania jonéw Zn?* HFREX,H (18) (Rys. 4.15E). Roznice
W stopniu wymiany pomiedzy Nucb2 w obecnosci S mM EDTA oraz 0,1 mM ZnCl; sa widoczne
nawet po 1 h (Rys. 4.15B i Rys. 4.15F).

Wzory deuteracji dla Nucb2 w obecnosci 5 mM EDTA oraz 10 mM MgCl; sa do siebie
podobne (Rys. 4.15G i Rys. 4.15H), co $wiadczy o braku zmian strukturalnych Nucb2 pod

wpltywem jonéw Mg?*,
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standardowe wyznaczone na podstawie trzech niezaleznych pomiardw.
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Podsumowujac, analizy HDX-MS pokazaly, ze Nucb2 jest bialkiem czgsciowo
nieuporzadkowanym sktadajacym si¢ z dwoch czgsci: fragmentu aminowego zawierajacego
zarowno fragmenty uporzadkowane jak i nieuporzadkowane zlokalizowane naprzemiennie 0oraz
catkowicie nieuporzadkowanego fragmentu karboksylowego. Pod wplywem jonow Ca?*
dochodzi do faldowania w obrgbie sekwencji dwoch domen dtoni EF. Natomiast, obecnos¢
jonow Zn?* prowadzi do zwigkszonej ekspozycji do otoczenia fragmentu aminowego Nucb2, co
jest prawdopodobnie wywotane destabilizacja tej czesci biatka. Jony Mg?* nie wprowadzaja

znaczacych zmian w strukturze Nucb?2.

4.4.6 Analiza zmian struktury czwartorzedowej biatek za pomocg SV-AUC

Elastycznos¢ biatek zawierajacych IDRs sprawia, ze ich chemiczne oraz fizyczne
wlasciwosci roznig si¢ znaczaco od bialek globularnych (219). Technika szybkosciowego
ultrawirowania analitycznego (SV-AUC, ang. sedimentation velocity analytical centrifugation)
pozwala na wyznaczenie jego promienia hydrodynamiczny oraz masy czasteczkowej, a takze

czystosci probki (220).

Aby zbada¢ wplyw jonéw metali na wlasciwosci hydrodynamiczne oraz stan
oligomeryzacji biatka, przeprowadzono eksperyment SV-AUC dla Nucb2 i nesfatyny-3
W nieobecnosci oraz obecnosci jonow Ca®*, Mg?* oraz Zn?*. Pomiary prowadzono dla trzech
stezen Nucb2: 0,5, 0,75 oraz 1 mg/ml (Tab. 4.3 oraz Rys. 4.16). W obecnosci 5 mM EDTA,
glowng populacje czgsteczek Nucb2 stanowi monomer o masie czasteczkowej (MWaepp) 51 kDa,
ktora jest zgodna z masg teoretyczng biatka (51,4 kDa) (Rys. 4.16A oraz Tab. 4.3). Wraz ze
wzrastajgcym ste¢zeniem biatka Nucb2, obserwowano dwa piki (Tab. 4.3) o masie molekularnej
41 kDa oraz 56 kDa, ktore mogg stanowi¢ mieszaning form molekularnych, ulegajacych szybkiej

i odwracalnej asocjacji.

W obecnosci 10 mM CaClz, 10 mM MgCl, oraz 0,1 mM ZnCl», obserwowano roézne
formy molekularne Nucb2 (Rys. 4.16 oraz Tab. 4.3). Obecno$¢ jonow Ca®* oraz Mg?* prowadzi
do powstania niewielkiej ilosci frakcji dimerycznej oraz trimerycznej Nucb2 (Rys. 4.16B i D,
Tab. 4.3), co sugeruje, ze oba te jony stabilizujg dimery oraz trimery Nucb2. Najwieksza zmiang
obserwowano dla Nucb2 po dodaniu 0,1 mM ZnCl; (Rys. 4. 16C). W obecnosci jonow Zn?*
dochodzi do tworzenia si¢ dimerow oraz oligomeréw wyzszego rzedu Nucb2 (Rys. 4.16C oraz
Tab. 4.3). Dodatkowo obecno$¢ ZnClz w stezeniu 0,3 mM powoduje wytracenie Nucb2. Osad
Nucb2 zostal usunigty przez odwirowanie przed pomiarem SV-AUC. Nucb2 w supernatancie

nadal wykazywalo silng agregacje (Rys. 4.17), co sugeruje, ze obecno$¢ jonéw Zn?* indukuje
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oligomeryzacje oraz tworzenie si¢ agregatow Nucb2 w roztworze. Wytrgcanie Nucb2 jest

zalezne od stosunku stezenia jonow Zn?* do stezenia bialka (dane niezaprezentowane).
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Rysunek 4.16 Analiza struktury czwartorzedowej Nucb2 w obecnosci jonéw metali za pomocq SV- AUC

Dystrybucja wspdfczynnika sedymentacji c(s) dla Nucb2 w obecnosci A) 5 mM EDTA; B) 10 mM CaCl;;
C) 0,1 mM ZnCl,; D) 10 mM MgCl,. Eksperyment wykonano dla Nucb2 w trzech stezeniach: 0,5 mg/ml,
0,75 mg/ml oraz 1 mg/ml w temp. 20°C.
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Rysunek 4.17 Analiza struktury czwartorzedowej Nucb2 w obecnosci jonéw metali za pomocq SV- AUC

Dystrybucja wspdtczynnika sedymentacji c(s) dla Nucb2 w obecnosci A) 0,2 mM ZnClz; B) 0,3 mM ZnCl..
Eksperyment wykonano dla Nucb2 w trzech stezeniach: 0,5 mg/ml, 0,75 mg/ml, oraz 1 mg/ml w temp.

20°C.

78



Tabela 4.3 Wtasciwosci hydrodynamiczne Nucb2 w obecnosci badanych jonéw metali wyznaczone na

podstawie danych z SV-AUC.

Biatko Czynnik C Sa0w [S] f/fo rmsd MW, Udziat R [nm]
[mg/ml] [kDa] [%]

Nucb2 EDTA 0,5 2,89 1,75 0,005871 51 100 4,28
(5 mM 0,75 2,46 1,75 0,006157 41 20 3,99
EDTA) 3,04 56 80 4,43

1 2,42 1,76 0,006470 40 20 3,97

3,08 57 80 4,48

Ca% 0,5 3,12 1,60 0,005559 50,8 97 3,92
(10 mM) 5,14 107 2,5 5,03
0,75 2,99 1,65 0,005921 49,6 54 4,00

3,42 60,6 51 4,27

5,37 119 4,7 5,36

1 2,97 1,65 0,006658 49,4 42 4,00

3,42 61 63 4,29

5,20 114 3 5,29

Mg** 0,5 3,09 1,74 0,005721 56,7 93 4,42
(10 mMm) 5,69 142 7 6,00
0,75 2,78 1,74 0,006160 48,4 28 4,20

3,31 62,8 70 4,58

5,61 139 6 5,97

1 2,74 1,76  0,006452 48 22 4,23

3,35 65 74 4,68

5,72 145 6 6,12

Zn? 0,5 3,53 1,23 0,005836 41 76 2,79
(0,2 mMm) 8,60 156 10 4,36
0,75 3,24 1,40 0,006141 44 35 3,27

3,93 59 47 3,61

6,19 116 3 4,52

8,88 200 9 5,42

1 3,05 1,58 0,006762 48 34 3,78

3,61 61 50 4,11

5,74 124 5 5,19

7,74 194 7 6,03

Analizy SV-AUC pokazaly, ze jony Ca®" oraz Zn®* wplywaja nie tylko na stan
oligomeryczny Nuch2, ale réwniez na zmiang wspotczynnika tarcia (f/fo). Wspotczynnik tarcia
f/fo czasteczki jest zalezny od jej ksztattu i elastycznosci (221). Dla biatek globularnych wartos¢
f/fo miesci sie¢ w zakresie 1,2-1,4 (221). Ze wzglgdu na swoj wydluzony ksztatt, IDPs
charakteryzujg si¢ wigksza wartoscig f/fo. Wraz ze wzrostem promienia hydrodynamicznego
IDPs, zwicksza si¢ f/fo biatka (222). Nucb2 w obecnosci 5 mM EDTA charakteryzuje si¢

wspolczynnikiem tarcia f/fo réwnym 1,75, co $wiadczy o jego wydluzonym, asymetrycznym
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ksztatcie (Tab. 4.3). Obecnos¢ jonow Mg?* nie wpltywa na zmiane wartosci f/fo (Tab. 4.3).
W obecnosci jonow Ca®* oraz Zn?* dochodzi do zmniejszenia si¢ wartosci f/fo (Tab. 4.3), co
wskazuje na kompaktowanie si¢ struktury biatka pod wptywem tych jonow. Obecnos¢ jonow
Zn?* (Tab. 4.3) prowadzi do wiekszego zmniejszenia wartosci f/fo niz w przypadku pozostatych

jonow, co swiadczy o wiekszym stopniu kompaktowania si¢ czgsteczki.

Pomiary SV-AUC wykonano takze dla trzech stezen nesfatyny-3: 0,5, 0,75 oraz 1 mg/ml.
Nesfatyna-3 w obecno$ci 5 mM EDTA stanowi mieszaning dwoch komponentow (Tab. 4.4, Rys.
4.18). W najwyzszym stezeniu bialka, pik odpowiadajacy masie czgsteczkowej 26 kDa
odpowiada monomerowi nesfatyny-3 (MWmonomeru = 31,5 kDa) (Rys. 4.18A oraz Tab. 4.4). Pik
odpowiadajacy masie czasteczkowej 49 kDa prawdopodobnie jest frakcja dimeryczng (Rys.
4.18A oraz Tab. 4.4). Obie frakcje znajduja si¢ ze sobg w rownowadze (Tab. 4.4) z przewaga
frakcji dimerycznej. W obecnosci 10 mM CaCl, oraz ZnCl, obserwowano podobng zaleznosc.
Jednakze dodanie 10 mM MgCl, do nesfatyny-3 spowodowato przesunigcie si¢ rownowagi
W strone dimeru. Wraz ze wzrastajacym stezeniem nesfatyny-3 w obecno$ci Mg?* dochodzi do
zwickszenia udzialu frakcji dimerycznej az do 92% (Tab. 4.4). Jony Mg?* stabilizuja frakcje
dimeryczng nesfatyny-3, podobnie jak w przypadku Nuch2.

Badane jony metali dwuwarto$ciowych miaty takze wptyw na zmiang ksztattu czasteczki
nesfatyny-3. Wartos¢ f/fo dla nesfatyny-3 w obecnosci EDTA wynosita 2,12, co $wiadczy
0 bardzo wydluizonym ksztalcie oraz asymetrii czasteczek biatka (Tab. 4.4). W obecnos$ci
badanych jonow metali dochodzi do zmniejszenia si¢ wartosci f/fo (Tab. 4.4). Wynik ten
wskazuje na kompaktowanie si¢/faldowanie biatek w obecnosci badanych jonéw metali. Zmiana
wartoéci f/fo jest najwigksza dla jonéw Zn?*, posrednia dla jonow Ca?* oraz najmniejsza dla
jonow Mg?* (Tab. 4.4)

Podsumowujac, wyniki SV-AUC potwierdzaja, ze Nucb2 oraz nesfatyna-3 sg biatkami
0 wydluzonym, asymetrycznym ksztatcie. Dodatkowo pokazano, ze jony metali wptywaja
zarowno na ksztalt oraz stan oligomeryczny obu biatek, prowadzgc w réoznym stopniu do ich

faldowania.
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Rysunek 4.18 Analiza struktury czwartorzedowej nesfatyny-3 w obecnosci jonéw metali za pomocg

SV-AUC

Dystrybucja wspdtczynnika sedymentacji c(s) dla nesfatyny-3 w obecnosci A) 5 mM EDTA,
B) 10 mM CaCl,, C) 0,1 mM ZnCl,, D) 10 mM MgCl,. Eksperyment wykonano dla nesfatyny-3 w trzech

stezeniach: 0,5 mg/ml, 0,75 mg/ml oraz 1 mg/ml w temp. 20°C.
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Tabela 4.4 Wtasciwosci hydrodynamiczne nesfatyny-3 w obecnosci badanych jonéw metali

Sa0w [S]

Biatko Czynnik C
[mg/ml]
Nesfatyna- EDTA 0,5
3 (5 mM)
0,75
1
Ca? 0,5
(10 mM)
0,75
1
Mg** 0,5
(10 mMm)
0,75
1
Zn* 0,5
(0,1 mMm)
0,75
1
0,5
Zn2+
(0,3 mM) 0,75
1

1,53
2,17
1,49
2,18
1,53
2,19

1,94
2,44
1,91
2,50

1,89
2,53

2,28

2,00
2,40

1,88
2,40
1,95
2,48

1,82
2,46
1,70
2,41
2,54
3,08
2,50
3,06
2,37
2,91

f/fo
2,12
2,18

2,26

1,72

1,80

1,81

1,89

1,92

1,93

1,70

1,78
1,85
1,58
1,59

1,62
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rmsd

0,004678

0,005386

0,005703

0,004854

0,005517

0,006183

0,005294

0,005872

0,006543

0,005252

0,006271

0,005493

0,005293

0,005616

0,006104

MWoapp
[kDa]
26
44
26
46
28
49

27
38
28
42

28
43

40

33
44

31
44
27
39

26
41
25
42
36
47
35
48
34
46

Udziat[%)]

25
75
24
76
23
77

26
74
24
76

23
77

100

17
83

92
26
74

20
80
21
79
41
59
36
64
30
70

R [nm]

4,18
4,93
4,27
5,16
4,55
5,46

3,40
3,81
3,61
4,13

3,62
4,18

4,26

4,08
4,47

4,00
4,52
3,36
3,80

3,48
4,03
3,56
4,24
3,41
3,76
3,45
3,82
3,46
3,83



4.4.7 Analiza oddziatywan biatek z jonami metali za pomocg izotermicznej kalorymetrii miareczkowej

(ITC)

Jak przedstawiono powyzej jony Ca®* oraz Zn?* wptywaja na zmiane struktury drugo- ,
trzecio- oraz czwartorzedowej Nucb2 oraz nesfatyny-3. Natomiast jony Mg?* maja wptyw tylko
na stan oligomeryzacji. Aby scharakteryzowaé parametry termodynamiczne oddziatywania
Nuch?2 oraz nesfatyny-3 z jonami Ca?*, Zn?* oraz Mg?*, wykorzystano izotermiczna kalorymetrie
miareczkowg (ITC, ang. isothermal titration calorimetry). ITC jest technikg wykorzystywang do
badania efektow energetycznych majacych miejsce podczas wigzania si¢ ligandow do
makromolekut. Pozwala ona na wyznaczenie zarowno statej wigzania oddziatywan jak i zmian
w entalpii i entropii procesu (223). Analizy ITC pokazaly, ze wigzanie jonéw Ca®* przez Nuch2
jest dwufazowym egzotermicznym procesem (Rys. 4.19 oraz Tab. 4.5). Wigzanie jonéw Ca®*
przez Nucb2 zostalo opisane przez model dwoch miejsc wigzania rdéznigcych sie
powinowactwem (Rys. 4.19A oraz Tab. 4.5). Stata wigzania jonéw Ca?" pierwszego miejsca
(Kaz1) jest 5 razy wigksza niz Kq2. Pierwszy proces wigzania jest kierowany entropowo, natomiast
drugi — entalpowo. Dodatkowo stopien dysocjacji biatka Nucb2 jest rowny zeru, o sugeruje, ze
biatko Nucb2 w formie apo jest w przewazajacej czesci monomerem. Wzrastajacy udziat procesu
egzotermicznego podczas miareczkowania biatka Nucb2 jonami Ca®* moze by¢ spowodowany

zachodzaca pod wpltywem jondow dimeryzacja Nucb?2.
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Rysunek 4.19 Analiza ITC wigzania jonéw Ca** , Zn** oraz Mg?** przez Nuch2

Profile ITC wigzania jonéw Ca?* (A), Zn?* (B) oraz Mg?* (C) przez Nucb2. Na rysunku przedstawiono kolejno
termogramy, opisujgce zmiane ciepta w czasie miareczkowania oraz izotermy wigzania.
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Wigzaniu jonéw Zn?* przez Nucb2 odpowiada skomplikowany termogram
odpowiadajagcym procesom endo- oraz egzotermicznym (Rys. 4.19B oraz 4.20). Aby
scharakteryzowac¢ procesy zachodzace podczas procesu wigzania, Nucb2 byto miareczkowane
1 mM oraz 4 mM roztworem ZnCl,. Podczas pierwszego eksperymentu obserwowano
stopniowo wzrastajacy proces egzotermiczny, cO wskazuje na indukowana jonami Zn?*
dimeryzacje¢. Drugi eksperyment, podczas ktdrego wykorzystano wyzsze stezenie titranta,
odznaczat si¢ znacznym udzialem procesu endotermicznego, ktory moze by¢ wywotany przez
oligomeryzacje oraz precypitacje Nucb2 w obecnosci jondw Zn?* o wyzszym stezeniu. Uzyskano
dobre dopasowanie dla modelu wigzania dwoch jonéw Zn?* (Tab. 4.5 oraz Rys. 4.19B). Wyniki
wskazuja, ze Nucb2 znajduje sie w formie monomeru. Pierwszy jon Zn®" jest wigzany
z Kg =190 pM oraz entalpig wigzania -10 kcal/mol. Drugi jon Zn?" jest wiazany z wyzszym
powinowactwem 35 uM, ale z malg zmiang entalpii +1 kcal/mol. Entropia wigzania drugiego
jonu Zn?* jest wicksza od entropii wiazania pierwszego jonu Zn®* (réznica +12 kcal/mol
w TAAS:z.1), co sugeruje, ze na drugi zachodzacy proces moze mie¢ wptyw stan oligomeryzacji
Nucb2 (Tab. 4.5). Takie warunki procesu wigzania jonéw Zn?" sprawiaja, ze wyznaczone

parametry wigzania odznaczajg si¢ duzg niepewnoscia.

Miareczkowanie Nuch2 jonami Mg?* pokazato, ze monomer Nucb2 wiaze jeden jon Mg?*
ze stosunkowo wysokim powinowactwem wynoszacym 230 uM (Tab. 4.5). Proces ten byt
kierowany entropowo (Rys. 4.19C oraz Tab. 4.5). Wiazanie jonéw Mg?" wydaje si¢ by¢ reakcija
endotermiczng. Jednakze przedstawione wyniki ciepla sg bardzo mate, na poziomie podobnym

do ciepta rozcienczenia ligandu (Tab. 4.5), powodujac niepewno$é dopasowanych parametrow.
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Tabela 4.5 Parametry termodynamiczne oddziatywania Nucb2 z jonami Ca?*, Zn** oraz Mg**

Otrzymane dane byty dopasowywane do modelu ABB opisujgcego oddziatywanie z dwoma miejscami
wigzania dla jonéw Ca?* oraz Zn*. W przypadku kompleksowania jonéw Mg?* zastosowano model AB.
K412 - stata dysocjacji dla poszczegdlnych miejsc wigzania, AH1,- zmiana entalpii tworzenia kompleksu
dla poszczegdlnych miejsc wigzania, TAS1,— zmiana entropii dla poszczegdlnych miejsc wigzania

Parametr  Nucb2 +Ca**  Nucb2 +Ca** Nucb2+Zn* Nucbh2 + Mg*

(szeroki (waski

zakres*) zakres**)
Chucb2(uM) 50 50 46,2 104,8
Cionu (LM) 4000 4000 1000 6000
Ka1 (M) 302,8+0,9 190,0+0,8 188 +3 230+ 32
AH: -1,72+0,11 -1,3+0,2 -10£1 0,09+0,11
(kcal/mol)
TAS: 3,11 3,78 -4,9 5,05
(kcal/mol)
Kaz (M) 60,6 + 0,4 73,2+0,7 34,4+1,9 -
AH: -9,6 0,8 -8,1+0,3 1,6 0,5 -
(kcal/mol)
TAS2 -3,8 -2,5 7,3 -
(kcal/mol)
Stopien 0,00 £0,10 0,00 £ 0,05 0 0
dysocjacji
*** Nucb2

* szeroki zakres — podczas dopasowania brano pod uwage wszystkie obserwowano procesy.
** waqski zakres — podczas dopasowania brano pod uwage drugq czesé¢ izotermy.

*** stopien dysocjacji — parametr wyznaczony na podstawie dopasowania w programie SEDPHAT, mowiacy
o stanie oligomeryzacji biatka, wartos¢ 0 wskazuje na wystepowanie monomeru biatka; wartosci od 0,5
wskazuje na wystepowanie dimeréw biatka.
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Rysunek 4.20 Profil ITC wigzania jonéw Zn?** przez Nucb2
Na rysunku przedstawiono termogram oraz izoterme wigzania. Nucb2 byto miareczkowano 4 mM ZnCl,.
Pomiary prowadzono w buforze Bw 20°C.
Wigzanie jonéw Ca?* przez nesfatyne-3 jest prostym procesem egzotermicznym
(Tab. 4.6). Nesfatyna-3 wiaze dwa jony Ca®" na czasteczke monomeru (Rys. 4.21A). Jest to
proces sekwencyjny, skladajacy sie z dwoch etapow. Drugi jon Ca?* (Kg= 45,9 uM) jest wigzany

z wickszym powinowactwem niz pierwszy (Kq= 116 uM) (Tab. 4.6).

Wigzaniu jonéw Zn?* przez nesfatyne-3 odpowiada bardzo ztozona izoterma wigzania
(Rys. 4.21B), co oznacza, ze na wigzanie jonéw Zn?* sktada si¢ wiele procesow. Otrzymane dane
byty dopasowywane jednoczesnie do modeli jednego niezaleznego miejsca wigzania oraz wielu
niezaleznych miejsc wigzania wystepujacych w oprogramowaniu NanoAnalyze. Wigzanie
pierwszego jonu Zn?* jest procesem egzotermicznym charakteryzujacy si¢ stala wiazania,
przynajmniej mniejszg niz 7,21 nM (Tab. 4.6). Wyznaczona stata wigzania nie jest warto$cia
pewna, ze wzgledu na to, ze ITC nie jest odpowiedniag metoda do badania oddziatywan z tak
wysokimi wartosciami powinowactwa (224, 225). Proces wiazania drugiego jonu Zn?* jest
procesem o malym efekcie endotermicznym oraz charakteryzuje si¢ wyzsza wartoscig Kq= 0,42
uM (Tab. 4.6). Dodatkowo proces odznacza si¢ duzg zmiang entropii, co sugeruje, ze proces ten
moze by¢ sterowany przez efekt hydrofobowy, do ktorego dochodzi podczas uwalniania
czasteczek wody na skutek tworzenie si¢ oligomerow lub zmiany strukturalnej biatka. Wigzanie

trzeciego jonu Zn?* jest procesem sterowanym entalpowo. Wyznaczone wartoéci stalych wiazan
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pozwalaja przypuszczaé, ze proces wigzania zachodzi sekwencyjnie. Najpierw dochodzi do

wigzania pierwszego jonu Zn?*, po czym nastepuje wigzanie dwoch pozostatych.

Wigzanie jonow Mg?* przez nesfatyne-3 jest przedstawione przez prosta, jednofazowa
izoterme wigzania (Rys. 4.21C). Nesfatyna-3 wigze dwa jony Mg* ze znacznym
powinowactwem (Kq = 2,38 uM) (Tab. 4.6). Proces ten jest endotermiczny i sterowany

entropowo (Tab. 4.6), co jest charakterystyczne dla proceséw oligomeryzacji.

Podsumowujac, Nucb2 znajduje si¢ w rownowadze monomer-dimer oraz
monomer- oligomer. Miareczkowanie jonami metali sprawia, ze dochodzi do powstawania
oligomeréw biatka Nucb2, przez co analiza biatka technikg ITC jest utrudniona. Przedstawione
dane potwierdzaja wczesniejsze obserwacje dotyczace oligomeryzacji biatek otrzymane technikg
SV-AUC. W przypadku nesfatyny-3 badanie procesu wigzania jonéw metali metoda ITC nie
stanowito problemu. Otrzymane wyniki sugerujg, ze N-terminalna czes¢ Nucb2 (nesfatyny-1
oraz -2) moze wptywaé na procesy wigzania si¢ jonéw i utrudnia¢ ich analiz¢. Na szczegdlng
uwage zashuguje proces wigzania jondéw Zn?* przez nesfatyne-3. Biatko to wykazuje sie bardzo
niska staly wigzania oraz wigzaniem trzech jonéw Zn?" pomimo, ze nie posiada typowego

motywu wigzania jonow Zn?*.
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Rysunek 4.21 Analiza ITC wigzania jonéw Ca*, Zn** oraz Mg* przez nesfatyne-3

Profile ITC wigzania jonéw Ca®* (A), Zn** (B) oraz Mg** (C) przez nesfatyne-3. Na rysunku przedstawiono
kolejno termogramy, opisujgce zmiane ciepta w czasie miareczkowania oraz izotermy wigzania. Na
izotermie wigzania jonéw Zn* przez nesfatyne-3 zielong przerywanq linig oznaczono model
pojedynczego miejsca wigzania, a niebieskq przerywang linig oznaczono model dwdch sekwencyjnych
miejsc wigzania. Natomiast suma obu tych modeli jest przedstawiona za pomocq czerwonej linii.
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Tabela 4.6 Parametry termodynamiczne oddziatywania nesfatyny-3 z jonami Ca*, Zn** oraz Mg*

Otrzymane dane zostaty dopasowane zostato dopasowane do modelu AB, w ktédrym monomer nesfatyny-
3 wigze jeden jon Mg*. Wigzanie jonéw Ca?* przez nesfatyne-3 zostato dopasowane do sekwencyjnego
modelu wigzania dwdch jonéw Ca?*. Natomiast, wigzanie jonéw Zn** przez nesfatyne- 3 zostato
dopasowane do dwdch modeli: jednego miejsca wigzania oraz dwdch niezaleznych miejsc wigzania jonu
Zn**. Kq1,23 - stata dysocjacji dla poszczegdlnych miejsc wigzania, AHi,s3- zmiana entalpii tworzenia
kompleksu dla poszczegdlnych miejsc wiqzania, TASi1,3 — zmiana entropii dla poszczegdlnych miejsc
wigzania, ni,2 3 — stechiometria danego miejsca wigzania.
Parametr Nesf-3+ Ca>*  Nesf-3+Zn*  Nesf-3 + Mg

Chnest-3 (LM) 95 120 120
Cionu(UM) 2000 2000 2000
ni - 1,011 + 0,011 2,29+ 0,02
Ka1 (LM) 116,3+81,1 0,00721 + 2,38+0,36
0,0243
AH1 -5,6+1,7 -4,568 3,47 £ 0,05
(kcal/mol)
TAS: -187 6541,4 11241,3
(cal/mol)
n2 = 1,4+0,1 --
Kaz2 (LM) 45,9+ 16,1 0,4+0,3 -
AH2 -6,4+2,1 0,28 £0,6 -
(kcal/mol)
TAS: -437 8968,4 --
(cal/mol)
n3 = 1,12+0,2 --
Kas (LM) - 31,1+9,2 -
AH3 - -7,4+1,8 -
(kcal/mol)
TAS3 - -1265,6 -
(cal/mol)

4.4.8 Analiza parametréw hydrodynamicznych biatek za pomocg SAXS

Przedstawione powyzej badania pokazaly, ze Nucb2 oraz nesfatyna-3 s3 biatkami
czeéciowo nieuporzadkowanymi, ktérych struktura ulega zmianom w obecnosci jonéw Ca?*,
Zn?* oraz Mg%*. Aby uzyska¢ dodatkowe informacje o zmianach strukturalnych Nucb2 oraz
nesfatyny-3 w obecnosci jonow metali wykorzystano technik¢ matokatowego rozpraszania
promieniowania rentgenowskiego (SAXS, ang. small angle X-ray scattering). SAXS jest
technika dostarczajgcg informacji o parametrach hydrodynamicznych biatek w roznych

warunkach (226, 227). SAXS jest czesto uzywany do badan IDPs (228). Pomiary SAXS zostaly
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przeprowadzone dla Nucb2 o stezeniu 3,5 mg/ml w obecnosci 5 mM EDTA, 10 mM CaCly,
10 mM MgCl, oraz 0,1 mM ZnCl,. Dane rozpraszania dla Nucb2 zostaty przedstawione na
wykresie Kratky’ego (Rys. 4.22). Wykres Kratky’ego pozwala na jakosciowe rozrdznienie
biatek globularnych od biatek czg¢sciowo oraz catkowicie nieuporzagdkowanych (229). Wykres
Krakty’ego wyznaczony dla Nucb2 w obecnosci 5 mM EDTA, 10 mM CaClz, 10 mM MgCl»
oraz 0,1 mM ZnCl; charakteryzuje si¢ szerokim, asymetrycznym pikiem oraz plateau, po ktorych
nastepuje zmniejszenie intensywnos$ci rozpraszania przy wyzszych wartosciach wektora
rozpraszania (Rys. 4.22A). Takie zachowanie wykazuja bialka cz¢$ciowo nieuporzadkowane
oraz biatka wielodomenowe cechujace si¢ dynamika domen (230). Dla poréwnania zestawiono
wykres Kratky’ego dla biatka globularnego — mioglobiny (id:SASDAH2) (Rys. 4.22A), ktory
ma ksztatt dzwonu ze $ci$le zdefiniowanym maksimum (227). Nastepnie Wyznaczono wartosci
promienia zyracji (Rg) Nucb2 w badanych stanach. Ry jest parametrem, ktory dostarcza
informacj¢ o rozmiarze czgsteczki (227). Warto$¢ Rg jest mniejsza dla biatek globularnych
w porownaniu do IDPs o takiej samej liczbie reszt aminokwasowych (227). Warto$¢ Rg Nuch2
w obecnosci 5 mM EDTA (Tab. 4.7) wynosi 66,5 + 1,9 A. W obecnosci jonéw Ca®*, Zn?* oraz
Mg?* dochodzi do zmniejszenia si¢ wartosci Rg, co wskazuje na kompaktowanie sie biatka
W obecno$ci jonow. Najwiekszg zmiane Rqobserwowano dla Nucb2 w obecnosci 0,1 mM ZnCl..

Jest to zgodne z wczesniej przedstawionymi wynikami analizy SV-AUC.

Funkcja rozktadu odlegtosci p(r), ktora przedstawia dystrybucje wektorow
wewnatrzczasteczkowych, zostala wyznaczona w programie GNOM z wykorzystaniem
odwrotnej transformaty Fouriera (189). Funkcja p(r) dostarcza cennych informacji o ksztalcie
i rozmiarze czasteczki. Wykres funkcji p(r) dla Nucb2 w obecnosci 5 mM EDTA, 10 mM CaCly,
10 mM MgCl2 lub 0,1 mM ZnCl; ma ksztalt asymetryczny z wydluzonym ramieniem
zstepujacym, CO jest typowe dla bialek o asymetrycznym ksztalcie czasteczki (Rys. 4.22B).
Wyznaczona z wykresu p(r) wysoka warto$§¢ maksymalnej odleglosci wewnatrzczasteczkowe;j
(Dmax) Nucb2 takze wskazuje na jego nieuporzadkowany charakter (Tab. 4.7). W obecnosci
jonow Ca®* oraz Mg?*, dochodzi do zmniejszenia sie wartoéci Dmax (Tab. 4.7). Natomiast po
dodaniu jonow Zn?*, warto§¢ Dmax ulega zwigkszeniu. Prawdopodobnie moze na to wptywaé
zachodzacy w obecnosci jondw Zn?* proces agregacji. Dodatkowo ksztatt krzywych p(r) Nucb2
(Rys. 4.22B) wskazuje na obecno$¢ dwoch komponentow (monomeru i dimeru) w roztworze.
Roéznice w otrzymanych krzywych p(r) pomigedzy réznymi formami Nucb2 mogg wynika¢ ze
strukturalnego przegrupowania pomiedzy komponentami. Korzystajac z wartosci 1(0)

wyznaczonych z dopasowania do roéwnania Guiniera mozna uzyska¢ takze informacje o masie
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czasteczkowej oraz stanie oligomeryzacji Nucb2. Ekstrapolowano intensywno$¢ rozpraszania do

kata zero (I(0)) oraz porownywano ja z 1(0) biatka standardowego o znanej masie czasteczkowej

(w tym przypadku BSA). Otrzymane dane (Tab. 4.7) pokazaty, ze Nucb2 w apo- jak i holo-

formie wystepuje jako mieszanina monomeru oraz dimeru. Obserwacje te sg zgodne z wczesniej

wykonanymi analizami SV- AUC. Obecnos$¢ mieszaniny monomeru z dimerem we wszystkich

formach Nuch2 nie pozwolita na otrzymanie wiarygodnych modeli niskorozdzielczych biatka

w oparciu o dane SAXS.

Nuch2 + 5 mM EDTA
Mueh?2 + 10 mM Ca™
2.6 ——Nucb2+10 mi Mg
= Nuch2 + 0,1 mM Zn""
Mioglobina {(SASDH2)

2,0+

1,64

1,04

(s"Ry)*(I(s)/1(0))

0,5+

0.0 : 5

Rysunek 4.22 Analiza SAXS Nucb2

P(r) [arb.u]

5mM EDTA
8,0x10™ - 10 mM Ca™
10 mM Mg*'
0,1 mM Zn*
6,0x10™
4,0x10™*
2,0x10™
010 T T T T T T T T T
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A) Wykres Kratky’ego Nucb2 w obecnosci 5 mM EDTA (linia czarna), 10 mM CaCl; (linia czerwona),
10 mM MgCl; (linia niebieska) oraz 0,1 mM ZnCl, (linia rézowa), Mioglobina - biatko globularne

(id:SASDH2) (linia zielona).

B) Wykres funkcji p(r) Nucb2 w obecnosci 5 mM EDTA (linia czarna), 10 mM CaCl; (linia czerwona), 10 mM
MgCl; (linia niebieska) oraz 0,1 mM ZnCl;, (linia rézowa). Pomiary prowadzono w temp. 20°C.

Tabela 4.7 Parametry strukturalne Nucb2 (R,, Dmax oraz MW,,,) w nieobecnosci oraz obecnosci jonow

metali wyznaczone z danych SAXS

Czynnik

Nucb2 + 5 mM EDTA
Nuch2 + 10 mM CaCl,
Nucb2 +10 mM MgCl,
Nucb2 + 0,1 mM ZnCl,

Re [A]

66,5 + 1,9
58,9 + 1,2
60,5 + 1,6
55,3 +1,7

Dmax [A]

248
220
240
260

90

MW, [kDa] MW [kDa]
82,8 51,4

75,4

85,9

67,7




Pomiary SAXS wykonano dla trzech roznych stezen nesfatyny-3 (1, 2,5 oraz 5 mg/ml)
W obecnosci 5 mM EDTA, 10 mM CaClz, 10 mM MgClz oraz 0,1 mM ZnCl,. Wykresy
Kratky’ego dla nesfatyny-3 w obecnos$ci EDTA jak i badanych jonow metali, podobnie jak dla
Nucb2, charakteryzuje si¢ widocznym plateau poprzedzajagcym zmniejszenie intensywnosSci
rozpraszania (Rys. 4.23A), co $wiadczy o jego nieuporzadkowanym charakterze. Wartosci Rg
biatka w nieobecnosci oraz obecnosci jonow metali nie ulegaja znaczagcym zmianom pomi¢dzy
roznymi stezeniami nesfatyny-3 (Tab. 4.8). Jednakze w obecnosci jondw Zn?*, dochodzi do
zwigkszenia si¢ wartosci Rg wraz ze wzrostem st¢zenia nesfatyny-3, cO moze $wiadczyc
0 zmianach konformacyjnych biatka wraz ze wzrostem st¢zenia. Obecno$¢ jonow metali ma
wplyw na rozmiar oraz kompaktowanie si¢ czasteczki nesfatyny-3. Wyznaczona warto$¢ Rgdla
nesfatyny-3 (5 mg/ml) w obecno$ci 5 mM EDTA wynosi 58,9 + 1,11 A (Tab. 4.8). Obecnoséé
badanych jonow metali prowadzi do zmniejszenia warto$ci Rg. Efekt ten jest najwigkszy dla
jonow Ca®* oraz Zn?*, a najmniejszy dla jonow Mg?* (Tab. 4.8). Wyniki sa zgodne z wyzej
opisanymi wynikami SV-AUC.

W kolejnym etapie wyznaczono funkcj¢ p(r) dla nesfatyny-3 w nicobecno$ci oraz
obecnosci badanych jonow metali. Rysunek 4.23 przedstawia uzyskane wykresy p(r) dla
nesfatyny-3 o najwyzszym stezeniu (5 mg/ml) w nieobecnosci oraz obecnosci jonéw metali.
Podobnie jak w przypadku Nucb2, wykresy p(r) nesfatyny-3 charakteryzuja si¢ asymetrycznym
ksztaltem z wydluzonym ramieniem zstepujacym, co potwierdza asymetryczny ksztatt czasteczki
(Rys. 4.23B). Otrzymane wysokie wartosci Dmax dla nesfatyny-3 takze $wiadcza o wysokim
stopniu nieuporzadkowaniu czasteczki. Warto§¢ Dmax nesfatyny-3 ulega zmniejszeniu
W obecnosci jonéw metali, co potwierdza wczesniej obserwowane kompaktowanie si¢ biatka
w ich obecnosci (Tab. 4.8). Wyznaczona masa molekularna nesfatyny-3 (MWapp) na podstawie
intensywnos$ci rozpraszania w nieobecno$ci oraz obecnosci jonéw metali sugeruje, ze biatko to

znajduje si¢ w formie dimeru (Tab. 4.8).
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Rysunek 4.23 Analiza SAXS nesfatyny-3
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A) Wykres Kratky’ego nesfatyny-3 o stezeniu 5 mg/ml w obecnosci 5 mM EDTA (linia czarna),
10 mM CaCl; (linia czerwona), 10 mM MgCl, (linia niebieska) oraz 0,1 mM ZnCl; (linia rézowa),
Mioglobina- biatko globularne (SASDAH2) (linia zielona) oraz fragment karboksylowy biatka Metophrene
tolerant (MetC) — IDP (SASDBY5) (linia pomarariczowa). B) Wykres funkcji p(r) nesfatyny- 3 w obecnosci
5 mM EDTA (linia czarna), 10 mM CaCl, (linia czerwona), 10 mM MgCl, (linia niebieska) oraz
0,1 mM ZnCl, (linia rézowa). Pomiary prowadzono w temp. 20°C.

Tabela 4.8 Parametry strukturalne nesfatyny-3 (Ry, Dmax 0raz MW,,,) w nieobecnosci oraz obecnosci
jonow metali wyznaczone z danych SAXS

Probka

Nesfatyna-3
+5 mM EDTA

Nesfatyna-3 +
10 mM Ca?

Nesfatyna-3
+0,1 mM Zn*

Nesfatyna-3
+10 mM Mg*

[mg/ml]

5
2,5
1

2,5

2,5

1(0)

1,44 +0,02
1,4+0,03
1,32+0,1

1,2+0,012
1,3+0,02
1,3+0,04

1,3+0,02
1,6 +0,04
0,9+0,03

1,6 £0,02
1,6 £0,04
1,5+0,06

Re [A]

58,9+1,1
59,3+2,2
59,6 £4,3

48,1+0,8
49,5+1,5
48,1+ 2,4

54,4 +1,3
56,12 +2,13
41,9 +2,3

549+1,2
52,2+1,2
54,9+3,1
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MWopp
[kDal]
65,4
63,6
60

61,7
64,8
68,9

64
81,8
45,2

69,9
68,2
67,3

Dmax [A]

269
268
246

230
234
201

239
241
179

238
240
264

MW
[kDa]

31,5




4.4.9 Analiza morfologii oligomeréw Nucb2 w obecnosci jonéw metali za pomocg TEM

Wyniki SV-AUC pokazaty, ze w obecnosci jondw Zn?* dochodzi do tworzenia sie oligomerow
wyzszego rzgdu Nucb2. Dodatkowo podczas SV-AUC obserwowano wytracanie Nuch2 pod
wpltywem wysokiego stezenia jonow Zn?* (C> 0,3 mM). Do analizy morfologii powstajacych
oligomerow Nucb2, wykorzystano transmisyjng mikroskopie elektronowa
(TEM, ang. transmission electron microscopy). Obrazy TEM wykonano dla supernatantu oraz
osadu Nuch2 o stezeniu 0,5 mg/ml otrzymanego po SV-AUC w obecnosci jonow Zn?*
0 stezeniu 0,3 mM (Rys. 4.24). Osad Nucb2 stanowity roztozone rownomiernie (Rys. 4.24)
sferyczne agregaty oraz amorficzne agregaty. Natomiast w wyizolowanym supernatancie Nuch2
obserwowano sferyczne agregaty oraz wydtuzone struktury (Rys. 4.24).

Osad

Wyizolowany §
supernatant

1 um

Rysunek 4.24 Morfologia oligomerow Nucb2 tworzonych w obecnosci 0,3 mM ZnCl,

Obrazy TEM przedstawiajq reprezentacyjne struktury wystepujgce w probkach wyizolowanego
supernatantu oraz osadu Nucb2. Skala odpowiada 1 um.

Dalsze badania skupity si¢ na zmianie morfologii Nucb2 w obecnosci jonow w ciggu 14
dni. Pomiary TEM wykonano dla biatka Nucb2 w nieobecnosci oraz obecnosci 10 mM CaCly,
10 mM MgCl; oraz 0,3 mM ZnCl, w czasie zero, siedmiu oraz czternastu dni. St¢zenie
0,3 mM ZnCl; zostalo wybrane jako stgzenie krytyczne, ktore wywotuje najwigksze zmiany
W stanie oligomeryzacji biatka podczas SV-AUC oraz prowadzi do wytracania biatka, ktore jest
widoczna dla Nucb2 o st¢zeniu < 0,5 mg/ml. Nucb2 w nieobecno$ci jondw metali tworzy
sferyczne agregaty, ktorych rozmiar nie ulegt zmianie przez 14 dni (Rys. 4.25). W obecnosci
jonow Ca®" obserwowano mieszaning kulistych struktur, ktérych rozmiar zmniejszat sie wraz
z czasem (Rys. 4.25). Natomiast, obecno$é jonow Mg?" powoduje zwickszenie si¢ rozmiaru
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sferycznych agregatow w ciggu 14 dni. Najwigksze zmiany morfologii obserwowano dla Nucb2
w obecnosci jonow Zn?'. Inkubacja Nuch2 z 0,3 mM ZnCl; prowadzi do formowania sig
sferycznych agregatow oraz wydtuzonych struktur (Rys. 4.25). Wyniki TEM sa zgodne z danymi
z analiz SV-AUC. W obecnosci jondw Zn?*, dochodzi do tworzenia sie agregatow wyzszego
rzedu Nucb2.

Nucb2
czas [dni] __EDTA _10mM Mg*

0

10mM az* 0,3mM zZn*

*

Rysunek 4.25 Reprezentacyjne obrazy TEM agregatéow Nucb2 w obecnosci 5 mM EDTA, 10 mM CaCl,,
10 mM MgCl; oraz 0,3 mM ZnCl; otrzymane w ciggu 0-14 dni
Skala odpowiada 1 um.

4.5 AKTYWNOSC BIOMINERALIZACYINA NUCB2 IN VITRO

Nucb2 z Gallus gallus zostato odkryte w warstwie mamilliarnej skorupie jaja kurzego
(118). Kolejna czes$¢ badan skupita sie na okresleniu wptywu Nucb2 na biomineralizacje weglanu
wapnia. Zastosowano metode powolnej dyfuzji. Rys. 4.26 przedstawia zdjecia skaningowej
mikroskopii elektronowej (SEM, ang. scanning electron microscopy) krysztatlow otrzymanych
w nieobecnosci oraz obecnosci wzrastajacego stezenia Nuch2 w czasie 24 h. W probie kontrolne;j
obserwowano powstawanie krysztatow weglanu wapnia o ksztalcie romboedrycznym
(Rys. 4.26A i B). Obecnos¢ Nucb2 o stezeniu 1-10 pg/ml nie wptywa na biomineralizacje
weglanu wapnia (Rys. 4.26C, D, E, F). Natomiast, dodatek Nucb2 o st¢zeniu 25-100 pg/ml
wplywa znaczgco na proces biomineralizacji weglanu wapnia. Wraz ze wzrostem st¢zenia
Nucb2, dochodzi do zmiany w morfologii krysztaléw. W obecno$ci Nucb2 powstaja krysztaty
0 wygladzonych krawegdziach (Rys. 4.26G, H, I, J, K i L). Efekt ten poglgbia si¢ wraz ze
wzrastajgcym stezeniem Nucb2 (Rys. 4.26K oraz L).
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Rysunek 4.26 Obrazy SEM krysztatow weglanu wapnia otrzymanych w ciggu 24 h w nieobecnosci oraz
obecnosci wzrastajgcego stezenia Nucb2

A, B) Krysztaty otrzymane w nieobecnosci Nucb2; C, D, E, F, G, H, |, J, K, L) krysztaty powstate w obecnosci
wzrastajgcego stezenia Nucb2; Skala przedstawiona na zdjeciach A,C, E, G, |, K przedstawia 200 um,
natomiast skala przedstawiona na zdjeciach B, D, F, H, J oraz L reprezentuje 50 um.
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Oprocz zmiany morfologii, wraz ze zwigkszajacym si¢ stezeniem Nucb2 obserwowano
takze zwigkszenie si¢ liczby krysztatow weglanu wapnia (Rys. 4.27). W obecnosci Nucb2
0 stezeniu 100 pg/ml obserwowano 3-krotny wzrost liczby krysztaléw w stosunku do préby

kontrolnej (Rys. 4.27).
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Rysunek 4.27 Wplyw Nucb2 na liczbe krysztatow weglanu wapnia

Liczba krysztatow weglanu wapnia powstata w nieobecnosci oraz obecnosci 100 ug/ml Nucb2 podczas
24 h. llos¢ krysztatow zostata wyznaczona poprzez policzenie wynikow z 3 rdéinych zdje¢ SEM
o powierzchni 1,2 x 0,9 mm w programie ImageJ oraz ich usrednienie dla kazdego z przedstawionych
warunkow.

Dodatkowo wzrost st¢zenia Nucb2 ma takze wptyw na rozmiar powstajacych krysztatlow

weglanu wapnia. Rysunek 4.28 przedstawia histogramy rozktadu wielko$ci poszczegodlnych
krysztalbw weglanu wapnia znajdujacych si¢ w przedstawionych warunkach. Krysztaty
otrzymane w probie kontrolnej (Rys. 4.28) bez Nucb2 odznaczajg si¢ dlugosciami krawedzi
W przedziatach 10-65 um (36,5 + 9,5 um). Natomiast obecno$¢ wzrastajacego stezenia Nucb?2
prowadzi si¢ do zmniejszania si¢ rozmiaru krysztatow. W obecnosci Nucb?2 o stezeniu 100 pg/ml
obserwowano tworzenie si¢ krysztaldow weglanu wapnia (Rys. 4.28) o dlugosciach krawedzi

w przedziale 5-25 um (14,3 £ 2,7 um).
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Rysunek 4.28 Wplyw Nucb2 na rozmiar krysztatow weglanu wapnia

Histogramy przedstawiajg rozktad rozmiarow krysztatow weglanu wapnia obliczonych dla prdby
kontrolnej (A) oraz 100 ug/ml Nucb2 (B). Srednig wielkos¢ krysztatéw obliczono wykorzystujgc dtugosé
krawedzi krysztatow weglanu wapnia na podstawie zdje¢ SEM w programie ImageJ.

W celu okreslenia odmiany polimorficznej powstajacych krysztalow weglanu wapnia
w obecnosci Nucbh2 mapowano cate szkietka poszczegdlnych probek krysztatdéw otrzymanych
W nieobecnos$ci oraz obecnosci roznych stezen Nucb2 z wykorzystaniem spektroskopii Ramana
potaczonej z mikroskopia konfokalng (Rys. 4.29 oraz 4.30). Na Rys. 4.29 przedstawiono
otrzymane widma dla poszczegdlnych odmian weglanu wapnia obecnych w probkach. Mozna
zaobserwowaé, ze wraz ze wzrostem st¢zenia biatka Nucb2 (Rys. 4.30) dochodzito do
zwiekszenie si¢ udziatu kalcytu oraz zmniejszania udziatu pozostatych odmian polimorficznych
(waterytu oraz aragonitu) (Rys. 4.30). W obecnos$ci najwyzszego st¢zenia biatka Nucb2 (100
pg/ml), obserwowano tworzenie si¢ tylko krysztatow kalcytu (Rys. 4.30).
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Rysunek 4.29 Widma Ramana otrzymane dla poszczegdlnych odmian polimorficznych weglanu
wapnia obecnych w prébce kontrolnej

Zmapowany obszar probki kontrolnej (A), Mapy Ramana zmapowanego regionu przygotowane na
podstawie intensywnosci piku przy 280 cm™ dla kalcytu (B), 300 cm™ dla waterytu (C) oraz 205 cm™ dla
aragonitu (D). Widma Ramana otrzymane dla kalcytu (E), waterytu (F) oraz aragonitu (G). Zéttymi
strzatkami zaznaczono krysztaty dla ktorych wygenerowano widma Ramana (B-D). Czarng strzatkq
oznaczono piki, ktérymi postuzono sie podczas mapowania obszaru (E-G). Skala przedstawia 200 um.

Podsumowujac, obecnos¢ Nucb2 wplywa na proces biomineralizacji weglanu wapnia.
Nucb2 zmienia morfologi¢ krysztatdéw kalcytu, prowadzac do powstawania krysztatlow
0 wygtadzonych krawedziach. W obecnosci Nucb2 dochodzi do zwigkszenia si¢ ilosci
krysztatow Kkalcytu, co wskazuje na role biatka w procesie indukcji nukleacji biomineralizaciji.
Z kolei, zmniejszanie si¢ rozmiarow krysztalow kalcytu pod wplywem Nucb2, moze §wiadczy¢

0 jego dziataniu jako inhibitora wzrostu krysztatow.
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Rysunek 4.30 Aktywnosc¢ biomineralizacyjna Nucb2

Obrazy z mikroskopu konfokalnego przedstawiajq mapy Ramana krysztatdw otrzymanych
w nieobecnosci (A, E, I, M) oraz obecnosci 1 ug/ml (B, F, J, N), 10 ug/ml (C, G, K, O) oraz 100 ug/ml
Nucb2 (D, H, L, P). Obrazy A — D przedstawiajq zmapowane obszary poszczegdlnych probek,
E—H - zmapowane kalcyty na obszarach, | — L — zmapowane wateryty oraz M — P — zmapowane
aragonity.
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5 DySKUSIA

Biatko Nucb2 jest obecne w wielu tkankach organizmu cztowieka i moze uczestniczy¢
w réznorodnych procesach fizjologicznych (35, 231). Dodatkowo Nucb2 odznacza si¢ dualng
rolg w procesach nowotworowych (54, 59, 64). W zaleznosci od miejsca wystepowania, Nucb2
wykazuje dziatanie anty- lub pro-apoptotyczne. Nucb2 moze mieé szerokie zastosowanie
w medycynie, jednak jego aktywno$¢ wymaga Scistej regulacji. Wigkszo$¢ przeprowadzonych
badan skupiata si¢ na udziale Nucb2 w procesach fizjologicznych. Nie przedstawiono do tej pory
analizy molekularnej biatka ani produktéw jego konwersji proteolitycznej: nesfatyn. Gtownym
celem niniejszej pracy doktorskiej byta molekularna charakterystyka Nucbh2 oraz jego
karboksylowego fragmentu nesfatyny-3 z Gallus gallus (Kura bankiwy). Homologi Nucb2
odznaczajg si¢ 85% podobienstwem sekwencji aminokwasowej (232) i dlatego badania
przeprowadzone na jednym homologu mozemy odnie$¢ do pozostatych homologéw. Dodatkowo
ze wzgledu na potencjalng role w procesie biomineralizacji, szczeg6lnie interesujacy wydaje si¢
by¢ homolog kurzy Nucb2. Poznanie molekularnej charakterystyki obu biatek moze przyczynic
si¢ do postepu w dalszych badaniach fizjologicznych.

5.1 OTRZYMYWANIE REKOMBINOWANYCH BIAtEK NUCB2 ORAZ NESFATYNY-3

Realizacja tematu rozprawy doktorskiej wymagata opracowania skutecznej i powtarzalnej
procedury ekspresji oraz oczyszczania Nucb2 oraz nesfatyny-3. Do ekspresji obu biatek
wykorzystano komorki bakteryjne E. coli ze wzgledu na tatwos¢ ich hodowli, niski koszt oraz
mozliwos¢ otrzymania duzej ilosci biatka rekombinowanego (233). Ekspresj¢ obu biatek
prowadzono w szczepie BL21(DE3)pLysS E.coli, ktory posiada plazmid kodujacy lizozym T7,
co ulatwia liz¢ komorkowa. Sekwencje obu biatek zostalty wklonowane do pochodnej wektora
pQE-80L — pQE-80L _HRV3C. Wektor ten umozliwia uzyskanie biatka z wprowadzonym na
koncu aminowym znacznikiem 6xHis oraz miejscem trawienia rozpoznawanym przez proteazg
HRV 3C. Ekspresja obu bialek byla prowadzona wedlug wczesniej zoptymalizowanych
warunkow (167). Biatka w formie rozpuszczalnej uzyskiwano w wyniku nadekspresji w temp.
29°C przez 3 h.

Kolejnym krokiem byto opracowanie skutecznej procedury oczyszczania biatek.
W pierwszym etapie wykorzystano chromatografic powinowactwa na ztozu Ni-NTA,
korzystajac z obecnosci 6 reszt His na koncu aminowym Nucbh2 oraz nesfatyny-3,

wprowadzonych przez wektor pQE-80L_HRV3C. W obu przypadkach, technika ta pozwolita na
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oddzielenie wigkszosci zanieczyszczen. Nastepnie oba biatka byly poddawane trawieniu przez
proteaz¢ HRV 3C, aby usuna¢ znacznik 6x His. W celu otrzymania homogennego preparatu
Nucb2 pozbawionego pozostatych zanieczyszczen, zastosowano metode filtracji zelowe;.
W przypadku nesfatyny-3, wykorzystano chromatografic oddzialywan hydrofobowych.
Opracowane procedury umozliwity uzyskanie 3,5 mg Nucb2 oraz 2 mg Nesfatyny-3 o czystosci
na poziomie 90% z 0,5 litra hodowli bakteryjnej. Taka wydajno$¢ pozwolita na przeprowadzenie

analizy molekularnej.

5.2 NUCB2 JAKO BIAtKO CZESCIOWO NIEUPORZADKOWANE

Nucb2 jest biatkiem wielodomenowym, ktore uczestniczy w wielu procesach
fizjologicznych oraz oddziatywaniach. Zatozono, ze moze to wynika¢ z obecnosci IDRs
w strukturze Nucb2. Analize molekularng rozpoczgto od analizy in silico. Analiza sekwencji
Nucb2 predyktorami PONDR®™ oraz IUPRED2a zasugerowata, ze Nucb2 charakteryzuje sie
duzym stopniem nieuporzadkowania — 51,4% sekwencji biatka stanowig fragmenty
nieuporzagdkowane. Dodatkowo zaobserwowano, ze Nucb2 moze posiada¢ strukture sktadajaca
si¢ z fragmentow nieuporzadkowanych oraz uporzadkowanych zlokalizowanych naprzemiennie.
Fragment karboksylowy biatka odznacza si¢ wigkszym udzialem fragmentow
nieuporzadkowanych niz fragment aminowy. Wystgpowanie fragmentéw IDRs w Nucb?2 zostato
takze potwierdzone za pomocg narzedzia DynaMine, ktére skupia si¢ na przewidywaniu
dynamiki tancucha bocznego. Co cickawe DynaMine nie tylko okre$la obecno$¢ regionow
nieuporzadkowanych oraz uporzadkowanych, ale réwniez regionow o dynamice, zaleznej od
kontekstu. Analiza pokazata obecnos$¢ takich regionéw roztozonych réwnomiernie w sekwencji
biatka Nucb2. Fragmenty o dynamice zaleznej od kontekstu mogg bra¢ udziat
w oddziatywaniach z partnerami molekularnymi. Dodatkowo sekwencja Nucb2 jest bogata
w aminokwasy promujace nieuporzgdkowanie takie jak Arg, Glu, GIn, Asp, Pro, Lys czy Ser.
Co wigcej, ponad 60% tych aminokwasow znajduje si¢ w sekwencji nesfatyny-3.
Nieuporzadkowany charakter Nucb2 oraz nesfatyny-3 zdaje si¢ takze potwierdzaé wykres
zaleznosci $redniego tadunku netto od sredniej hydropatii, ktory pozwala na klasyfikacje biatek
do globularnych lub IDPs. Zaréwno biatko Nucb?2 jak i nesfatyna-3 znajduja si¢ po stronie biatek
nieporzadkowanych, charakteryzujacych si¢ niskg wartoscig hydropatii oraz wyzszym

ladunkiem netto.

W kolejnym etapie wykorzystano techniki eksperymentalne do zweryfikowania czy

I W jakim zakresie badane biatka s3 nieuporzadkowane. Zachowanie biatka podczas procesu
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oczyszczania tj. niska objetos¢ elucji zblizona do objetosci zerowej kolumny oraz zwickszona
pozorna masa czasteczkowa biatka widoczna na zelu SDS-PAGE takze wskazuja na jego
nieuporzagdkowany charakter. Analiza CD pokazatla, ze Nucb?2 jak i nesfatyna-3 charakteryzuja
sic  wysokg zawartoscig  reszt  a-helikalnych ~ (Nuch2 - 468 + 0,4%,
nesfatyna- 3—33,3 +0,013%) oraz struktur nieuporzadkowanych (Nucb2 - 24,6 £+ 0,2%,
nesfatyna-3 — 33,3 £+ 0,01%). Dodatkowo oba biatka charakteryzuja si¢ znaczng obecno$cia
struktur typu B (Nucb2 - 26,2 + 0,1%, nesfatyna-3 - 34 £ 0,03%). Badania fluorescencji
wewnetrznej reszt Trp Nucb2 i nesfatyny-3 pokazaly, ze reszty te znajdujg si¢ na powierzchni
bialka, co takze jest charakterystyczne dla biatek nalezacych do rodziny IDPs. Ponadto, warto$¢
f/fo wyznaczona na podstawie pomiaréw SV-AUC jest wyzsza w poréwnaniu z biatkami
globularnymi (Nuch2 — 1,75, nesfatyna-3 — 2,12, biatka globularne — (1,2 — 1,4)), co sugeruje
asymetryczny ksztatt biatek. Dodatkowo wykres Kratky’ego obu bialek otrzymany podczas
analizy SAXS posiada ksztalt charakterystyczny dla bialek nieuporzadkowanych. Aby
zmapowaé regiony o nieuporzadkowanym charakterze biatka Nucb2, wykorzystano technike
HDX-MS, ktéra na podstawie stopnia wymiany proton-deuter pozwala okresli¢ wystepowanie
IDRs w biatku. Analiza otrzymanych wynikow HDX-MS pokazata, ze biatko Nucb2 mozna
podzieli¢ na dwie czesci: fragment aminowy (nesfatyna-1 oraz nesfatyna-2) wykazujacy
struktur¢ mozaiki sktadajacy si¢ z odcinkow nieuporzadkowanych oraz uporzadkowanych oraz
fragment karboksylowy (nesfatyna-3) ktory w catosci zawiera odcinki nieuporzadkowane

0 wysokim poziomie wymiany (powyzej 90%) juz po 10 s.

Zarébwno wykorzystane metody in silico jak i techniki eksperymentalne potwierdzity, ze

biatko Nucb2 charakteryzuje si¢ duzym stopniem nieuporzadkowania oraz nalezy do rodziny
IDPs.

5.3 ODDZIALYWANIE Z JONAMI WAPNIA

Nuch2 posiada w swojej strukturze we fragmencie karboksylowym dwie domeny dtoni EF,
ktore sa odpowiedzialne za wigzania jonow Ca*. Jony metali moga modulowa¢ strukture biatek,
adaptujac ich struktur¢ do roli w roéznych procesach molekularnych oraz oddziatywania
Z r6éznymi partnerami biatkowymi. Dodatkowo biatka z rodziny IDPs moga przybiera¢ bardziej
stabilng funkcj¢ po zwigzaniu ze swoimi partnerami molekularnymi. W pracy, zbadano wptyw
jonow Ca?* na strukture Nucb2 oraz nesfatyny-3. Analiza widm CD pokazala, ze w obecnosci
10 mM CaCl, dochodzi do zwigkszenia si¢ zawartosci struktur a-helikalnych oraz zmniejszenia

si¢ struktur nieuporzadkowanych. Technika limitowanej proteolizy ujawnita, ze oba biatka
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W obecnosci jonow Ca?* charakteryzuija sic zwiekszong 0porno$cia na trawienie proteaza GluVs8.
W obecnosci jonéw Ca?*, dochodzi do zmiany strukturalnej, ktora zmniejsza dostepno$é miejsc
trawienia proteazy GluV8. Miejsca trawienia proteolitycznego znajduja sie cze$ciej w strukturze
petli niz w strukturze a-helis (194, 210). Otrzymany wynik roéwniez wskazuje na zwigkszenie si¢
zawartosci struktur o-helikalnych w obu biatkach w obecnosci jonéw Ca?*. Biatko Nucb2
nabywa odporno$¢ na trawienie proteaza GluV8 w obecnosci 1 mM CaCl.. Natomiast,
w przypadku nesfatyny-3 zmiany strukturalne obserwowano juz podczas inkubacji biatka
z 0,1 mM CaCly. Analiza wynikow HDX-MS w obecnosci 10 mM CaCl, pokazata, ze
W obecnosci jonow Ca?" dochodzi do znacznego zmniejszenia stopnia deuteracji (ponizej 50%)
w obrebie sekwencji dwoch petli pochodzacych z domen dioni EF znajdujacych sie¢ w sekwencji
nesfatyny-3, co $wiadczy o strukturyzowaniu sie tej czgsci biatka. Podobne obserwacje dotycza
tez innych biatek posiadajacych domeny dtoni EF (234). Co wigcej, dodanie jonéow Ca?*
spowodowato odtworzenie przewidywanej struktury mozaiki we fragmencie karboksylowym
biatka. Faldowanie sie obu biatek w obecnosci jonow Ca?* zostato potwierdzone za pomoca
analizy SV-AUC oraz SAXS. Warto$¢ f/fo oraz Rg Nuch2 oraz nesfatyny-3 ulega zmniejszeniu
po dodaniu jonow Ca?*. Dodatkowo jony Ca?* biora udziat w stabilizacji frakcji dimerycznej
biatka Nucb2. Analiza wynikow ITC potwierdzita wigzanie dwoch jonow Ca®* przez Nucb2 oraz
nesfatyne-3. Podczas miareczkowania biatka Nucb2 jonami Ca®* obserwowano wzrost
wydzielania ciepta, co moze $wiadczy¢ o oligomeryzacji biatka. Wyniki te s3 zgodne z wczesniej

opisanymi wynikami HDX-MS oraz SAXS.

Nucb?2 oraz nesfatyna-3 wiaza dwa jony Ca?*, co skutkuje zmiana strukturalng obu biatek.
Jony Ca?* neutralizuja tadunek ujemny reszt aminokwasowych kwasowych biatek, co indukuje
strukturyzacje IDRs w bialtku oraz w konsekwencji kompaktowanie si¢ catej czasteczki
biatkowej. Zmiana zapoczatkowana przez wigzanie jonéw Ca?" rozprzestrzenia si¢ na cala
czasteczke biatkowa wplywajac na strukture trzecio- oraz czwartorzgdowa biatek. Podobne
zmiany strukturalne pod wptywem jonéw Ca?* byty obserwowane w przypadku innych biatek
posiadajacych domeny dtoni EF m.in. biatka DREAM (ang. downstream regulatory element
antagonist modulator) (234). Prawdopodobnie zmiana strukturalna biatek pod wptywem jonow
Ca?" moze wptywaé na oddzialywania biatek z ich partnerami molekularnymi. Jony Ca®" sa
niezbedne do oddziatywania biatka Nucb2 z biatkiem Necdin (69) oraz z biatkiem ARTS-1 (68).
Miejsca wigzania obu biatek znajduja si¢ w sekwencji nesfatyny- 3. Z drugiej strony, na skutek
zwiazania jonéw Ca?" przez Nucb2 dochodzi do zablokowania oddziatywania biatka z biatkiem

Gaiz poprzez motyw GBA znajdujacy si¢ rowniez w sekwencji nesfatyny-3 (70). Co ciekawe,
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wszystkie te oddzialywania majg wptyw na procesy nowotworowe. Wydaje si¢, ze zmiany
strukturalne Nucb2 indukowane przez jony Ca®** moga adaptowaé strukture biatka do udziahu
w réznych procesach molekularnych. Kompaktowanie si¢ domen dioni EF byto obserwowane
takze w przypadku paraloga Nucb2, biatka Nucb1 (235). Zaréwno modulacja struktury Nucb2
przez jony Ca?" oraz udzial biatka w oddziatywaniach zaleznych od Ca?* wskazuja, ze biatko
Nucb2 moze naleze¢ do rodziny bialkowych sensorow Ca®*, ktére ulegaja znacznym zmianom
strukturalnym w obecnoéci jonéw Ca®*. Jednym z najbardziej przebadanych oraz znanych
przyktadow biatka sensorowego posiadajgcego domeny dioni EF jest kalmodulina (134).
Petienie roznych funkcji przez kalmoduling oraz jej oddzialywanie z réznorodnymi partnerami
jest regulowane poprzez zmiany konformacyjne biatka w obecnoéci jonéw Ca?* (134). Co
ciekawe, analiza filogenetyczna sekwencji dwoch domen dloni EF metoda najwickszej
parsymonii pokazata, ze pochodza one od pierwszych dwoch domen z rodziny CTER
(ang. calmodulin, troponin C, and essential and regulatory light chains of myosin), czyli
kalmoduliny, troponiny C oraz miozyny, ktore wykazuja podobienstwo w budowie domen dioni
EF (236). Podobienstwo pomiedzy tymi domenami sugeruje pochodzenie tych biatek od
czterodomenowego prekursora rodziny CTER (236). Dodatkowo fragment nesfatyny-3 odznacza
si¢ znacznym podobienstwem do czwartej domeny dtoni EF kalmoduliny z Emericella nidulans
(236). Najprawdopodobniej Nucb2 oraz nesfatyna-3 moga naleze¢ do rodziny biatkowych
sensorow Ca?* a modulacja ich struktury zalezna od jonéw Ca?* sprawia, Ze mogg one

oddziatywa¢ z r6znymi partnerami biatkowymi.

Analiza wynikéw SV-AUC pokazala, ze obecno$¢ jonow Ca?* prowadzi do zwigkszenia
zawartosci frakcji dimerycznej oraz trimerycznej Nucb2. Dodatkowo podczas pomiaréw ITC
obserwowano wzrost udziatu procesu egzotermicznego, ktory moze wskazywac na dimeryzacjg
biatka podczas oddziatywania z jonami Ca?". Nesfatyna-3 zaréwno w nieobecnosci jak
i obecnosci jonéw Ca?* znajduje sie w rownowadze monomer — dimer z przewaga frakcji
dimerycznej. Nuch2 zawiera w swoim fragmencie karboksylowym dwie domeny dtoni EF oraz
motyw zamka leucynowego, ktore mogg bra¢ udzial w procesie dimeryzacji Nucb2 (2). Stan
oligomeryczny bialka takze moze wptywac na jego udziat w réznych procesach molekularnych.
Biatka S100, z rodziny biatek posiadajacych domeny dloni EF, wystepuja w formie
homodimeréw lub oligomeréw wyzszego rzedu w warunkach fizjologicznych (237). Biatka
S100, podobnie jak Nuch2, charakteryzuja si¢ szeroka dystrybucja w organizmie ludzkim,
a takze udzialem w wielu procesach fizjologicznych jak i patologicznych (238). Natomiast,

neuronalne sensory biatkowe takie jak rekoweryna ulegajg dimeryzacji pod wplywem jonoéw
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Ca?*, co ulatwia ich oddzialywanie z partnerami bialkowymi (239). Nucb2 wykazuje wysoka
ekspresje¢ w centralnym uktadzie nerwowym (4), co sugeruje jego udzial w procesach
neuronalnych. Dodatkowo pokazano, ze obecno$¢ nesfatyny-1 skutkowata zwigkszeniem sie
stezenia jonow Ca®* w neuronach (240). Jony Ca?* stanowig przekaznik posredniczacy w wielu
procesach, m.in. w modulacji $ciezek neuronalnych. Zmiany stezenia wewnatrzkomorkowego
wolnych jonow Ca®* s3 niezbedne dla transmisji informacji poprzez system nerwowy, CO
przyczynia si¢ do uwolnienia neurotransmiteréw z synaps (241). Ponadto, zmiany w stezeniu
wewnatrzkomoérkowych jonow Ca?" moga prowadzi¢ do réznorodnych zmian fizjologicznych,
ktore moga modulowaé funkcj¢ neuronalne (242). Wsrod biatek biorgcych udziat w regulacji
procesow neuronalnych mozemy wyrdzni¢ bialkowe sensory Ca?*, m.in. synaptotagminy,
kontrolujace uwolnienie neurotransmiteréw (243) czy wczesniej wymieniong kalmoduling (244)
oraz neuronalne sensory biatkowe Ca?" (245). Ponadto, paralog Nuch2, Nucbl wykazuje 30%
podobienstwo sekwencji z kalretikuling, biatkiem z obecng domeng dtoni EF znajdujacym si¢
W siateczce $rodplazmatycznej (ER, ang. endoplasmic reticulum) (246). Kalretikulina jest
biatkiem czaperonowym biorgcym udziat w fatldowaniu glikoprotein oraz regulacji homeostazy
Ca?" (247). Sekwencja regionu bogatego w lle/Leu fragmentu aminowego Nucb?2 posiada motyw
odpowiedzialny za retencje Nucb2 w aparacie Golgiego (248). Aparat Golgiego, podobnie jak
ER stanowi rezerwuar jonéw Ca?* (249). Prawdopodobnie biatka z rodziny Nucleobindin moga

kontrolowaé homeostaze Ca®* w aparacie Golgiego podobnie jak karletikulina w ER.

Jony Ca® moga wywotywa¢ zmiany strukturalne Nuch2 oraz nesfatyny-3 warunkujac ich

udziat w réznorodnych procesach fizjologicznych takich jak apoptoza czy procesy neuronalne.

5.4 ODDZIALYWANIE Z JONAMI CYNKU

Nucbl1, paralog Nucb2, zostat scharakteryzowany jako biatko wiazace dwa jony Zn?
z wysokim powinowactwem (18). Nucbl posiada dwa motywy wiazace jony Zn?*. Nuch2
zawiera na koncu aminowym, jeden domniemany motyw wiazania jonéw Zn?* (HFREXyH),
obecny takze w Nucbl. Prezentowane w niniejszej pracy analizy widm CD pokazaty, ze
obecnos¢ jondow Zn?* w nieznaczny sposdb wpltywa na zmiane struktury drugorzedowej Nucb2,
prowadzac do zwigkszenia zawartosci struktur a-helikalnych oraz zmniejszenia zawartosci
struktur nieuporzadkowanych. Jednakze przy zwickszeniu stezenia jonéw Zn?** (0,3 mM)
obserwowano zanik sygnalu CD oraz wytracanie Nucb2. Nesfatyna-3 wydaje si¢ by¢ mniej
wrazliwa na stezenie jonow Zn?" i nie ulega wytraceniu w obecnosci 0,3 mM ZnCl,. Dodatkowo

pod wptywem jondw Zn?* w czasteczce nesfatyny-3 dochodzi do znacznego zwickszenia udziatu
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struktur a-helikalnych wraz ze zmniejszeniem udziatu struktur nieuporzadkowanych. Co
ciekawe, zmiana udziatow struktur drugorzedowych nesfatyny-3 w obecnosci jonow Zn?* jest
wigksza niz w obecnosci jonow Ca?*. Ponownie wykorzystano technike HDX-MS, aby zbada¢
zmiany dynamiki strukturalnej Nucb2 w obecnosci 0,1 mM ZnCl,. Analiza wynikoéw HDX-MS
pokazata, ze pod wplywem jonéw Zn?* dochodzi do zwiekszenia si¢ dostgpnoéci do
rozpuszczalnika peptydow fragmentu aminowego Nucb2, co moze by¢ odpowiedzialne za
destabilizacje biatka. Zmiany stopnia deuteracji sg widoczne w  odcinkach fragmentu
aminowego Nucb2 m.in. w obrebie motywu wiazacego rejony Zn?*. Ponadto obecno$é¢ jonow
Zn?* wplywa znacznie na maksimum emisji fluorescencji dwoéch reszt Trp obecnych we
fragmencie karboksylowym Nuch2. Po dodaniu jonéw Zn?* (0,1 — 0,3 mM) dochodzi do
przesuni¢cia maksimum emisji fluorescencji reszt Trp w kierunku fal krotszych o okoto 10 nm,
co wskazuje na zmiang ich otoczenia na bardziej hydrofobowe. Wyniki te pokazuija, ze jony Zn?*
indukuja zmiany takze w strukturze nesfatyny-3. Wyniki analiz SV- AUC oraz SAXS
potwierdzity zmiany struktury nesfatyny-3 pod wplywem jonow Zn?*. Nesfatyna-3 w obecnosci
Zn?*, podobnie jak w nieobecnosci jonéw, znajduje si¢ wrownowadze monomer - dimer.
Natomiast, jony Zn?* znacznie wplywaja na stan oligomeryzacji Nucb2. Obecnos¢ jonéw Zn?*
indukuje powstanie dimeréw oraz oligomeréw wyzszego rzedu biatka Nucb2. Analiza
morfologii powstajacych oligomeréw Nucb2 za pomoca TEM ujawnita, ze dodanie jonow Zn?*
prowadzi do powstania wydtuzonych oraz sferycznych agregatow. Dodatkowo podczas CD,
SV- AUC oraz badan fluorescencyjnych obserwowano wytracanie Nucb2 w obecnosci 0,3 mM
ZnCly. Zjawisko wytracania si¢ bialka z roztworu byto zalezne od stosunku stezenia biatka do
stezenia jonéw Zn?*. Analiza SV-AUC potwierdzita, Ze pomimo wytracenia Nucb2 nadal
wykazuje tendencj¢ do tworzenia agregatow wyzszego rzedu. Dzigki wykorzystaniu techniki
TEM udato si¢ zaobserwowac obecnos¢ charakterystycznych amorficznych agregatow w 0sadzie
Nucb2 oraz amorficznych agregatow i wydtuzonych struktur w supernatancie Nuch2
otrzymanym po SV-AUC. Tworzenie si¢ podobnych morfologicznie amorficznych agregatow
pod wptywem jondéw Zn?* obserwowano w przypadku biatka tworzacego filamenty posrednie
wimentyny (250). Powstale agregaty wimentyny nie byly w stanie spelnia¢ swojej funkcji
I przeksztatci¢ si¢ w filamenty posrednie (250). Wimentyna jest ekspresjonowana w komorkach
mezenchymalnych i charakteryzuje si¢ zwigkszong ekspresjg podczas metastazy nowotworowej
(251). Podobnie jak Nucb2, wimentyna bierze udziat w EMT (252). Tworzace si¢ agregaty
Nuch2 w  obecnosci Zn**  prawdopodobnie moga by¢ zwiazane z rolg w procesie
nowotworowym lub moga stanowi¢ form¢ niefunkcjonalng biatka. Precypitacja oraz

powstawanie agregatdow wyzszych rzedow pod wptywem zwickszonego stezenia jonéw Zn?*
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byto obserwowane u biatek takich jak S100A1 (253), insulina (254) czy neuronalny sensor
wapnia (255). Biatko S100, ktére rowniez posiada domeny dtoni EF, pod wptywem jonow Zn?*
ulega destabilizacji, ktora skutkuje zwickszona wrazliwoscig na agregacje¢ (253). Komorki 3
trzustki (157) oraz komorki mézgu (256) charakteryzuja si¢ wysokim poziomem jonéw Zn?*.
Jony Zn?* stanowig drugi po jonach Ca®* przekaznik w uktadzie nerwowym (159). Jony Zn2*
uczestniczg zarowno w procesach fizjologicznych jak i patologicznych zachodzacych w réznych
czgsciach mozgu. Jony te sa niezbedne podczas procesu roznicowania si¢ uktadu nerwowego.
Maja wpltyw na tworzenie si¢ 1 petnienie funkcji przez wiele réznych bialek, hormonow oraz
czynnikow wzrostu, ktore kieruja proliferacja komodrek oraz ich réznicowaniem (257).
Dodatkowo Zn?* wptywa takze na uktad immunologiczny, stanowiac sygnat indukujacy komorki
immunologiczne oraz czynniki transkrypcyjne, ktore sa odpowiedzialne za ekspresje¢ cytokin.
Pokazano, ze niedobor jondéw Zn?* prowadzi do upo$ledzenia odpowiedzi immunologicznej
wrodzonej jak i nabytej (258). Z drugiej strony, zmiany w stezeniu jonéw Zn®* sa jednym
z czynnikow odpowiedzialnych za powstawanie i rozwoj chorob neurodegeneracyjnych (259).
Nucb2 odznacza si¢ zwigkszona ekspresja w centralnym uktadzie nerwowym (22) oraz
komérkach P trzustki (36). Jony Zn?" s3 istotne do poprawnego formowania, przechowywania,
wydzielania oraz dziatania insuliny w komorkach f trzustki (260). Nucb2/nesfatyna-1 indukuje
wydzielanie insuliny, co sugeruje potencjat obu bialek w przeciwdzialaniu powstawaniu
cukrzycy (52). Nucb2 w obecnosci Zn?* ulega destabilizacji we fragmencie aminowym biatka,
co prowadzi prawdopodobnie do zmian we fragmencie karboksylowym Nucb2 i tworzenia si¢
oligomerow/agregatow Nucb2. Jednakze wyizolowana nesfatyna-3 nie zmienia stanu
oligomeryzacji w obecnosci jondw Zn?* oraz odznacza sie nizsza wrazliwoscig na jony Zn?* niz
Nucb2, co wskazuje na udziat fragmentu aminowego Nucb2 w indukcji oligomeryzacji oraz

precypitacji.

Wytragcanie Nucb2 miato takze wplyw na analize metodg ITC. Podczas miareczkowania
Nucb2 jonami Zn?* obserwowano dwa procesy: egzotermiczny oraz endotermiczny.
W zaleznoéci od stezenia jondw Zn?* jeden z tych proceséw przewazat. Podczas miareczkowania
nizszym stezeniem jonow Zn?* obserwowano wzrost udzial procesu egzotermicznego, po ktorym
nastepowal proces endotermiczny. Natomiast miareczkowanie wyzszym stezeniem jonéw Zn?*
prowadzito do przewagi procesu endotermicznego. Proces egzotermiczny jest prawdopodobnie
spowodowany dimeryzacja biatka w obecnosci jonéw Zn?*. Natomiast zachodzacy po nim
proces endotermiczny wywotywany jest tworzeniem oligomerow wyzszego rzedu oraz

precypitacjg biatka. Obecno$¢ podobnych proceséow egzotermicznych potaczonych
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z endotermicznymi zachodzacych podczas oddziatywania biatek z jonami Zn?* obserwowano
dla monomerdw insuliny (254), biatka ASR (ang. Abscisic acid- , stress-, and ripening-induced)
Z s0ji (261) oraz jednego z przedstawicieli roslinnych biatek LEA (ang. Late Embryogenesis
Abundant) (262). Procesy te rowniez byly zwigzane z indukowana przez Zn?* oligomeryzacja
biatka (262, 263). Nucb2 wiaze dwa jony Zn?** z powinowactwem rzedu mikromolarnego. Jest
to powinowactwo o wiele nizsze od obserwowanego dla ludzkiego homologu Nucb1, ktéry zostat
scharakteryzowany jako sensor jonow Zn?* z K¢= 32 nm (18). Roznice w wiazaniu jonow Zn?*
moga wynika¢ z obecnosci tylko jednego zachowanego motywu wigzacego jony Zn?*
w sekwencji Nucb2. Prawdopodobnie wystepowanie innego motywu wigzacego drugi jon Zn?*
w sekwencji Nucb2 moze wptywaé na oddzialywanie Nucb2 z jonami Zn?*. Mozliwe jest tez, ze

oba paralogi Nucb2 oraz Nucb1 mogg spetnia¢ rozne funkcje.

Co ciekawe, pomimo braku typowego motywu wigzacego jony Zn?* w sekwencji
nesfatyny-3, za pomoca analizy ITC potwierdzono, ze nesfatyna-3 takze wiaze jony Zn?".
Wiazanie jondéw Zn?* przez nesfatyne-3 rdwniez jest opisane skomplikowana izoterma.
Nesfatyna-3 wiaze trzy jony Zn?'. Pierwszy jon Zn?*' jest wiazany z bardzo wysokim
powinowactwem (Kqg rzedu nanomolarnego). Dwa kolejne jony Zn?* s3 wigzane z nizszym
powinowactwem o0 Kg rzgdu mikromolarnego. Prawdopodobnie wigzanie jonéw zachodzi
sekwencyjnie. Podczas procesu nie zaobserwowano precypitacji biatka w obecnosci wyzszego
stezenia jonéw Zn?*. Wyizolowana nesfatyna-3 jest w stanie wigzac jony Zn?*, pomimo braku
typowego miejsca wigzania jonow Zn?'. Jednakze sekwencja nesfatyny-3 charakteryzuje sie
wystepowaniem duzej ilosci kwasowych reszt aminokwasowych (Asp, Glu) oraz reszt His, ktore
moga uczestniczy¢ w wiagzaniu jondéw Zn?*. Mozemy wyrdzni¢ nastepujace typowe motywy
wigzace jony Zn?*: 2Cys-2His, 4Cys, Asp-3His, 3Cys-His oraz 2Asp-2Glu (148, 149). Bardzo
niska stala wigzania (rzedu nanomoli) dla pierwszego miejsca wiazania jonéw Zn?" moze
swiadczy¢ o wigzaniu tego jonu przez reszty His, ktore obok reszt Cys wykazujg najwigksze
powinowactwo w stosunku do jonéw Zn?* w warunkach fizjologicznych (264). W wiazaniu

dwdch pozostalych jondow Zn?* prawdopodobnie biorg udziat reszty Asp oraz/lub Glu.

Powyzej przedstawione wyniki pokazuja silny wptyw jonéw Zn?* na strukture Nucb2
oraz nesfatyny-3. Pod wptywem jonéw Zn?** dochodzi do destabilizacji Nucb2 w obrebie
fragmentu aminowego, co prowadzi do kompaktowania si¢, oligomeryzacji i precypitacji biatka.
Powstajace oligomery/agregaty biatka moga mie¢ zaréwno funkcje fizjologiczng jak
| patologiczng. Dodatkowo wyniki zaprezentowane dla nesfatyny-3 pozwalajg przypuszczac, ze

za zachowanie Nucb2 w obecnosci jonéw Zn?* (tj. oligomeryzacje oraz precypitacje) odpowiada
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fragment aminowy Nucb2 (nesfatyna-1 oraz nesfatyna-2). Badania przeprowadzone na
homologu ludzkim Nucb2 pokazaly, ze za precypitacje bialka w obecnosci jonéw Zn2*
odpowiada nesfatyna-2 (265). Czasteczka nesfatyny-3 wiazac trzy jony Zn?* ulega
kompaktowaniu. Prawdopodobnie oddzielenie nesfatyny-1 oraz -2 od nesfatyny-3 pozwolito na
odstoniecie, do tej pory ukrytych miejsc wigzania Zn?*w sekwencji nesfatyny-3. Wysokie
powinowactwo biatka do jonéw Zn?* sugeruje, ze nesfatyna-3 moze stanowié biatkowy sensor
jonow Zn?*. Nucb2 oraz nesfatyna-3 pod wptywem jondéw Zn?* ulegaja zmianie strukturalnej,

ktora prawdopodobnie utatwia im udziat w réznych procesach molekularnych.

5.5 ODDzIALtYWANIE Z JONAMI MAGNEZU

Jony Mg?" sa najbardziej rozpowszechnionymi jonami metali dwuwarto$ciowych
znajdujacymi sie w komoérkach. Domeny dtoni EF moga wigzaé zaréwno jony Ca?* jak i jony
Mg?*(9). Dlatego kolejny etap prac dotyczyt zbadania czy i w jaki sposob jony Mg?* wptywaja
na strukture obu bialek. Na poczatku przeprowadzono analize ITC w celu sprawdzenia
termodynamiki oddziatywan obu biatek z jonami Mg?*. Analizy ITC Nuch2 w obecnosci jonow
Mg?*, podobnie jak w obecnos$ci pozostalych badanych jonéw byly bardziej skomplikowane.
Pomimo, ze obserwowany efekt cieplny wigzania jonow Mg?* przez Nucb2 byt na bardzo niskim
poziomie, zblizonym do efektu cieplnego buforu, udato si¢ wyznaczy¢ parametry wigzania.
Nucb2 wiaze jeden jon Mg? z wysokim jak na jony Mg?* powinowactwem (rzedu
mikromolarnego). Mg?* wigze sie stabiej z biatkami oraz enzymami od pozostatych badanych
jonow (Ka< 10° M) (139). Pokazano, ze nesfatyna-3 wigze dwa jony Mg?* z takim samym do$¢
wysokim powinowactwem (rzedu mikromolarnego). Prawdopodobnie jony Mg?* sa wiazane
przez domeny dtoni EF nesfatyny-3. Na podstawie przedstawionych w pracy wynikow badan
mozemy przypuszczaé, ze na wigzanie jondow Mg?" przez biatko Nucb2 ma wptyw koniec
aminowy biatka. Prawdopodobnie fragment aminowy swoim ulozeniem blokuje jedno z miejsc
wigzania jondow Mg?* obecnych w nesfatynie-3. Mozliwe jest rowniez, ze do wiazania w biatku
petnej dtugosci dochodzi w zupehie innym miejscu niz fragment karboksylowy, a nesfatyna-3
dopiero po oddzieleniu si¢ od biatka na drodze proteolitycznej konwersji jest w stanie wigzac
jony Mg?*. Wyniki analizy CD, limitowanej proteolizy oraz fluorescencji pokazaty, ze obecnosé
jonéw Mg?* nie zmienia struktury drugo- oraz trzecio-rzedowej Nucb2. Analiza HDX-MS
potwierdzita, ze jony Mg?* nie indukujg zmian dynamiki strukturalnej w czasteczce Nucb2.
Z drugiej strony, analiza CD pokazata, ze nesfatyna-3 ulega kompaktowaniu w obecnosci jonow
Mg?*. Wpltyw jonéw Mg?" jest jednak mniejszy niz dwoch pozostatych badanych jonow.

Zmnigejszenia sie wartosci f/fo oraz Rq biatka w obecnosci jonéw Mg?* obserwowane podczas
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analiz SV-AUC oraz SAXS réwniez sugeruje kompaktowanie si¢ nesfatyny-3. Zardéwno Nucb?2
jak i nesfatyna-3 ulegaja dimeryzacji indukowanej przez jony Mg?". Zmiany stanu
oligomeryzacji po dodaniu jonéow Mg?* byly takze widoczne podczas eksperymentu ITC
Z udziatem obu biatek. Dimeryzacja biatek Nucb2 oraz nesfatyny-3 moze zachodzi¢ z udziatem
domen dtoni EF oraz/lub ZIP. Warto doda¢, ze jony Mg?* stanowig istotny kofaktor dla wielu
enzymoéw. Jony Mg?* sg niezbedne dla prawidlowej struktury oraz funkcji bialtek bioragcych
udzial w replikacji, transkrypcji oraz translacji informacji genetycznej (266). Na podstawie
budowy Nucb2, mozna przypuszczaé, ze moze ono stanowi¢ czynnik transkrypcyjny
0 niestandardowym mechanizmie wigzania DNA (Rozdziat 1.1.3). ZIP obecny w czynnikach
transkrypcyjnych posredniczy w dimeryzacji bialek oraz wigzaniu DNA (19). Wigzanie si¢
jonéw Mg?* oraz zachodzaca dimeryzacja Nuch2 oraz nesfatyny-3 moga wptywaé na wigzanie
si¢ DNA do obu bialek. Podobna stabilizacje biatka pod wptywem jonéw Mg?" oraz wptyw na
wigzanie sie DNA obserwowano dla biatka p53 (267). Jony Mg?" sa kluczowe takze dla
proceséw neurologicznych oraz przekazywania neurotransmiteréw (140). Zmiana strukturalna
Nucb2 pod wplywem jonow Mg?" moze mieé roéwniez wptyw na procesy zachodzace z udziatem
biatka w centralnym uktadzie nerwowym. Jednakze wptyw jonow Mg?" na funkcje Nuch2 oraz

nesfatyny-3 wymaga dalszych badan.

Jony Mg?* w odréznieniu do pozostalych badanych jonéw metali dwuwartosciowych,
wplywaja w nieznaczny sposob na strukture Nucb2 oraz nesfatyny-3. Jednak, w obecnosci jonow
Mg?* dochodzi do stabilizacji frakcji oligomerycznej obu biatek. Prawdopodobnie przesunigcie
rownowagi w strone formy dimerycznej Nuch2 oraz nesfatyny-3 w obecnosci jonow Mg?* moze
by¢ istotne dla pelnienia funkcji przez biatka. Na szczego6lng uwage zastuguje rowniez rdznica
w stechiometrii wigzania jonéw Mg?" przez oba biatka. Moze ona wynika¢ z utozenia fragmentu
aminowego Nuch2, ktore blokuje jedno z miejsc wiazania Mg?* obecne w nesfatynie-3. Ponadto,
mozliwe jest wystepowanie réznych miejsc wigzania jondow Mg?* w sekwencji Nuch2 oraz

nesfatyny-3.

5.6 AKTYWNOSC BIOMINERALIZACYJNA BIALKA NUCB2

Nuch2 z Gallus gallus zostato zidentyfikowane jako biatko zwigzane z warstwa mamilliarng
skorupy jaja kurzego (118), co moze $wiadczy¢ o udziale tego biatka w procesie biomineralizacji.
Ponadto, badania in vivo pokazaty, ze ludzki homolog Nucb2 bierze udziat w  indukcji
réznicowania si¢ osteoblastow oraz hamowaniu tworzenia osteoklastow (121). Przedstawione

w rozprawie wyniki pokazaly, ze Nucb2 jest IDP wigzacym jony Ca?*, co réwniez wskazuje na
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jego mozliwy udziat w procesie biomineralizacji. Z tego powodu postanowiono wstgpnie zbadaé
wplyw Nucb2 na proces biomineralizacji weglanu wapnia in vitro. Wykonano testy
biomineralizacji weglanu wapnia metoda powolnej dyfuzji dla r6znych stezen Nucb2. Nizsze
stezenie Nucb2 (0-10 pg/ml) nie wplywa na proces biomineralizacji weglanu wapnia. Natomiast,
analizy SEM oraz widm Ramana pokazatly, ze obecno$¢ 25— 100 pg/ml Nucb2 prowadzi do
powstania krysztalow kalcytu o charakterystycznych wygtadzonych krawedziach, réznych od
romboedrycznych krysztatdw otrzymanych w nieobecno$ci biatka. Ponadto, obserwowano
zwigkszenie ilosci krysztalow wraz ze wzrostem stezenia Nucb2 co sugeruje, ze biatko moze
wplywac na proces nukleacji biomineratéw. Najprawdopodobniej duzy tadunek Nucb?2 oraz jego
zdolnosé do wigzania jonow Ca®* powoduja wzrost lokalnego stezenia jondw, co moze sprzyjaé
procesowi nukleacji. Dodatkowo wraz ze wzrostem st¢zenia obserwowano zmniejszenie si¢
rozmiaru otrzymywanych krysztatow kalcytu, co swiadczy o roli Nucb2 w hamowaniu wzrostu
krysztatow. Jednakze mechanizm inhibicji wzrostu krysztatow przez bialka nie zostat do tej
poznany. Podobne zmiany w morfologii, rozmiarze oraz ilosci krysztaldw obserwowano
w przypadku IDPs wigzacych jony Ca?" m.in. biatka Starmaker-like (192), fragmentow
ludzkiego biatka macierzy z¢biny (DMP-1, ang. dentin matrix protein 1) (268), oraz
globularnego biatka mysiej otokoniny-90 (269). Biatka te podobnie jak Nucbh2 charakteryzuja
si¢ wysokim udzialem reszt aminokwasowych o charakterze kwasowym oraz s3 zwigzane
Z procesem biomineralizacji weglanu wapnia. Prawdopodobnie Nucb2 podobnie jak pozostate

wymienione powyzej biatka moze wplywac na proces biomineralizacji we¢glanu wapnia.

6 PODSUMOWANIE | PERSPEKTYWY DALSZYCH BADAN

Przedstawione w niniejszej pracy analizy pozwolity na kompleksowa charakterystyke
molekularng Nucb2 oraz nesfatyny-3 z Gallus gallus. Nucb2 jak i nesfatyna-3 naleza do rodziny
biatek czgsciowo nieuporzadkowanych. Moje badania pokazaty, ze oba biatka majg tendencj¢ do
strukturyzacji w obecno$ci badanych jonéw metali. Modulacja struktury obu biatek przez jony
Ca?*, Mg?* oraz Zn?* prawdopodobnie pozwala na adaptacje biatek do roli w réznych procesach
fizjologicznych, zalezng od stezenia tych jonow oraz obecnosci biatek w réznych przedziatach
komorkowych/tkankach. Oba biatka prawdopodobnie moga spelia¢ funkcje biatkowych
sensorow Ca?*, oddziatujac z roznymi partnerami biatkowymi. Przedstawiony w pracy udziat
Nucb2 w procesie biomineralizacji takze jest zwigzany z jego zdolno$cig do wigzania jondw
Ca?*. Jony Mg?, indukujac dimeryzacje biatek, mogg wptywaé na oddziatywanie badanych

biatek z DNA. Na szczegolng uwage zastuguje rézne zachowanie obu biatek w obecnosci jonow
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Zn?*. Biatko Nucb2 tworzy oligomery wyzszego rzedu oraz wytraca sie w roztworze w obecnosci
0,3 mM ZnCl,. Natomiast izolowana nesfatyna-3 jest mniej wrazliwa na jony Zn?*, Dodatkowo
analiza wynikéw ITC pokazala, ze nesfatyna-3 wiaze 3 jony Zn?*, z czego pierwszy jon Zn?* jest
wigzany z bardzo niskim warto$cig Kq (nanomolarng), co sugeruje ze biatko to moze bra¢ udziat
w procesach zwigzanych z jonami Zn?*. Jest to szczeg6lnie istotny wynik ze wzgledu na brak
wezesniejszych przestanek co do wigzania jonéw Zn?* przez nesfatyne-3, bedaca czeécig Nucb2,
tj. potaczong w jednym tancuchu polipeptydowym z nesfatyng-1 oraz nesfatyng-2. Co wazne,
w literaturze nie ma prac opisujacych role nesfatyny-3. Opisane wyniki pozwalaja na
uksztalttowanie kierunkow dalszych badan, ktore skupig si¢ na poszukiwaniu funkcji Nucb2 oraz

nesfatyny, zwigzanych z jonami metali.

Zardéwno Nucb?2 jak i produkty proteolitycznej konwersji biatka - nesfatyny stanowig istotny
obiekt badawczy biorgc pod uwagg udziat Nucb2/nesfatyny-1 w wielu procesach fizjologicznych
oraz jego szerokg ekspresje w licznych tkankach. Wazna kwestiag wydaje si¢ charakterystyka
strukturalna nesfatyny-1 oraz nesfatyny-2, w szczeg6lnosci, biorac pod uwage oddziatywanie
obu bialek z jonami Zn?'. Nalezy sprawdzi¢ czy izolowane nesfatyny-1 oraz -2 ulegaja
oligomeryzacji/precypitacji w obecnosci jonéw Zn?* w wiekszym stopniu niz Nucb2 oraz czy
tworzace si¢ agregaty/oligomery Nucb2/nesfatyny-1/2 moga spetlia¢ funkcje¢ fizjologiczne
lub/oraz patologiczne. Dalsze analizy powinny skupi¢ si¢ takze na sprawdzeniu czy izolowany
fragment aminowy Nucb2 wykazuje zdolnos¢ do wigzania jonow Mg?*. Pozwoli to okresli¢
wpltyw fragmentu aminowego biatka Nucb2 na wigzanie jonéw Mg?* przez biatko Nucb2.
Ponadto, kolejny etapy badan powinien byé poswiecony okresleniu miejsc wigzania jonow Zn?*
obecnych w sekwencji nesfatyny-3, co pozwoli na doktadniejsze zbadanie interakcji tego biatka

Z jonami.

Interesujace wydaje si¢ takze kontynuowanie badan skupiajacych si¢ na udziale tej grupy
biatlek w procesie biomineralizacji. W tym celu, istotne sg opracowanie oraz optymalizacja
procesu biomineralizacji weglanu wapnia w obecno$ci izolowanych nesfatyn oraz okreslenie
lokalizacji znakowanych fluorescencyjnie bialek w otrzymanych krysztatach. Dodatkowo
wystepujace w biatkach modyfikacje potranslacyjne, jak np. fosforylacja mogg wptywac na
zwickszenie aktywnosci biatek w procesie biomineralizacji in vitro (116). Analiza serwerem
NetPhos — 3.1 (270, 271) pokazata, ze w sekwencji bialka znajduje si¢ 22 potencjalne miejsca
ulegajace fosforylacji w tym 9 Ser, 11 Thr oraz 2 Tyr (Rys. 6.1). Przyszte badania mogg si¢
skupi¢ na zbadaniu wptywu ufosforylowanego Nucb2 na proces biomineralizacji weglanu

wapnia.
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Rysunek 6.1 Potencjalne miejsca fosforylacji znajdujgce sie w sekwencji Nucb2 wyznaczone za pomocq
serwera NetPhos — 3.1

Na gorze rysunku znajduje sie sekwencja Nucb2. Na dole rysunku znajdujq sie reszty aminokwasowe dla
ktorych wynik przewidywania jest wiekszy od 0,5 (prawdopodobnie ufosforylowane), natomiast kropkq
oznaczono reszty, ktérych wartos¢ wyniku przewidywania jest ponizej linii progu.
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