Streszczenie

Nukleobindyna-2 (Nucb2, ang. Nucleobindin-2) jest biatkiem multidomenowym, ktére
moze by¢ konwertowane proteolitycznie do trzech peptydow: nesfatyny-1, -2 oraz -3. W sktad
struktury trzeciorzedowej Nucb2 wchodzg m. in. dwie domeny dloni EF, ktére sg
odpowiedzialne za wigzanie jondw Ca oraz Mg®", znajdujace si¢ w sekwencji nesfatyny-3.
Dodatkowo w sekwencji nesfatyny-1 mozemy wyréznié przypuszczalny motyw wigzania
jonéw Zn*'. Co ciekawe, do tej pory poznana zostala 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 dwéch pozostatych nesfatyn. Nucb2 charakteryzuje sig
wysokim poziomem ekspresji zaréwno w ukladzie nerwowym oraz tkankach obwodowych.
Co ciekawe, pokazano, ze Nucb2 bierze udzial w wielu procesach fizjologicznych, np. regulacji
wydzielania insuliny czy kontroli procesow reprodukeyjnych. Prawdopodobnie za te
multifunkcjonalno$é Nueb2 odpowiada jego struktura.

Celem pracy byta charakterystyka molekularna Nucb2 oraz nesfatyny-3 z Gallus gallus
(Kura bankiwy). Poniewaz homologi Nucb2 odznaczaja sie 85% podobiefistwem sekwencji
aminokwasowej, wyniki badan przeprowadzone na jednym homologu mozemy odniesé¢ do
pozostatych homologéw. Przeprowadzone badania mialy charakter interdyscyplinarny.
Podczas realizacji pracy wykorzystano techniki z zakresu badan biochemicznych,
biofizycznych oraz inzynierii genetycznej. Prace prowadzono na Politechnice Wroclawskiej
oraz Uniwersytecie im. Adama Mickiewicza w Poznaniu. Badania rozpoczeto od opracowania
skutecznej metody ekspresji oraz oczyszczania obu biatek, co pozwolilo na przeprowadzenie
analiz in vitro. Naste¢pnie wykonano analizy in silico sekwencji Nucb?2. Na ich podstawie mozna
bylo przypuszczaé, ze  biatko to wykazuje strukturg typu mozaiki skladajaca sie
z wystepujacych naprzemiennie fragmentéw globularnych oraz nieuporzadkowanych.
Fragmenty nieuporzadkowane sg charakterystyczne szczegblnie dla  nesfatyny-3.
Przeprowadzone analizy dichroizmu kotowego (CD, ang. circular dichroism), fluorescencji
oraz szybkosciowego ultrawirowania analitycznego (SV-AUC, ang. sedimentation velocity
analytical ultracentrifugation) Nucb2 pokazaly w sposob jednoznaczny, ze Nucb2 oraz
nesfatyna-3 naleza do rodziny biatek czesciowo nicuporzadkowanych. Dodatkowo wyniki
analizy wymiany proton- deuter sprzezonej ze spektrometria  mas (HDX- MS,

ang. hydrogen- deuterium exchange coupled with mass spectrometry) wykazaly, ze bialko



Nucb2 mozna podzielié na dwie czesci: fragment aminowy (nesfatyna-1 oraz -2), o strukturze
zZlozonej z  naprzemiennie  wystepujacych  fragmentéw  uporzadkowanych  oraz
nieuporzadkowanych oraz  calkowicie nieuporzadkowany fragment karboksylowy
(nesfatyna- 3).

Jony metali moga modulowaé struktur¢ biatek, dostosowujge ja do pelnienia funkeji
wréznych procesach fizjologicznych. Kolejne analizy mialy na celu zbadanie wplywu
naturalnych ligandéw biatka, jonéw Ca®”, Zn** oraz Mg®" na oba analizowane biatka. Analizy
CD, limitowanej proteolizy i SV-AUC pokazaly, ze oba biatka ulegajg kompaktowaniu pod
wplywem jonéw Ca*". Wyniki HDX-MS pokazaly, ze w obecnosci jonow Ca®" dochodzi do
strukturyzacji dwoch petli domen dtoni EF Nucb2. Jony Mg?* wplywaja na stan oligomeryczny
obu biatek prowadzac do dimeryzacji. Co ciekawe, analiza termodynamiki oddzialywan obu
biatek z jonami Mg?* za pomocag izotermicznej kalorymetrii miareczkowej
(ITC ang. isothermal titration calorimetry) pokazata, ze Nucb2 wiaze jeden jon Mg**.
Natomiast izolowana nesfatyna-3 odznacza si¢ obecnoscia dwoéch identycznych miejsc
wigzania jonow Mg?*. Przedstawione wyniki pozwalajg przypuszezac, ze obecnos¢
nesfatyny- 1 oraz nesfatyny-2 moze blokowa¢ wigzanie drugiego jonu Mg?" do Nucb2.
Najwickszg réznice we wlasciwosciach obu badanych bialek zaobserwowano w obecnoscei
jonéw Zn?*. Wyniki HDX- MS pokazaly, ze obecnos¢ jonow Zn*" wplywa na nesfatyne-1 oraz
nesfatyne-2, zwickszajac dostepno$¢ do rozpuszczalnika peptydow znajdujacych  sig
w motywie wigzania jonow Zn*. Dodatkowo przeprowadzone analizy SV-AUC oraz
transmisyjnej mikroskopii elektronowej (TEM, ang. transmission electron microscopy)
pokazaly, ze w obecnosci jonow 7Zn** o stezeniach réwnych oraz wigkszych niz 0,3 mM
dochodzi do tworzenia si¢ oligomerédw wyzszego rzedu Nucb2 oraz precypitacji biatka.
Natomiast, nesfatyna-3 wykazuje mniejsza wrazliwos¢ na wysokie stgzenie jonow Zn’*. Nie
obserwowano wytracania si¢ biatka nawet przy wysokich stezeniach jonow Zn**. Co wigcej,
badania ITC pokazaly, ze nesfatyna- 3 wiaze trzy jony Zn . przy czym pierwszy jon jest
wigzany ze stalg wigzania rzedu nanomolarnego. Jest to zaskakujacy rezultat, ze wzgledu na
brak w tym bialku znanego motywu wigzania jonow Zn*". Otrzymane wyniki sugeruja udziat
fragmentu aminowego biatka w tworzeniu oligomeréw oraz precypitacji Nucb2 zaleznej od
jonéw Zn?*. Najprawdopodobniej. nieuporzadkowany charakter obu biatek jak 1 zmiana
strukturalna zachodzaca w  obecnosci roznych jondéw metali warunkuje ich udzial
w réznorodnych procesach biologicznych. Co ciekawe, izolowana nesfatyny-3, odznacza si¢

nowymi wiasciwosdciami molekularnymi, ktérych nie wykazywala gdy stanowila fragment



Nucb2. Przedstawiona w pracy molekularna charakterystyka biatek pozwala na wytyczenie

nowych sciezek badan skupiajacych sie na poznaniu ich funkcji oraz regulacji ich aktywnosci.






