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Streszczenie

Streszczenie

Biomineralizacja jest procesem podlegajgcym Scistej kontroli fizjologicznej, w wyniku ktérego
organizmy zywe wytwarzajg struktury mineralne petnigce rdéinorodne funkcje. Interesujgcymi
strukturami biomineralnymi wystepujacymi posrdd kregowcdw sg otolity i otokonia — zbudowane
z biogenicznego weglanu wapnia sensory grawitacji i przyspieszenia liniowego, zlokalizowane w uchu
wewnetrznym. Otolity i otokonia posiadajg ponizej 10% macierzy organicznej, ktérej sktadniki
biatkowe odgrywaja kluczowa role w ich postawaniu. Jednym ze sktadnikédw macierzy organicznej
ludzkich otokonidw i rybich otolitdw jest otolina-1 - biatko podobne, chociaz krétsze,
do kolagenu nalezgce do nadrodziny biatek Clq. Otolina-1 jest otokoning specyficzng dla ucha
wewnetrznego, ktoérej rola biologiczna zostata nakres$lona m.in. w badaniach nad Danio rerio,
stodkowodnej ryby bedgcej organizmem modelowym m.in. choréb ucha cztowieka. Molekularne
podstawy dziatania poszczegdlnych sktadnikéw macierzy organicznej otolitow i otokonidw
sg niezbedne do poznania mechanizméw ich mineralizacji oraz choréb zwigzanych z uchem

wewnetrznym, takich jak tagodne potozeniowe zawroty gtowy.

Celem pracy doktorskiej byto dokonanie analizy poréwnawczej otoliny-1 z Danio rerio oraz
Homo sapiens, skupiajac sie na badaniach nad wtasciwosciami molekularnymi biatek w obecnosci
naturalnego liganda — jonéw wapnia, oraz poznania ich roli w eksperymentach bioinspirowanej
mineralizacji weglanu wapnia in vitro. Cze$¢ pracy skupiata sie na analizie proteomu otolitéw
Cyprinus carpio oraz kopalnych otolitéw Gadiculus argenteus. Opracowanie metody nadekspresji
i oczyszczania rekombinowanej otoliny-1 pozwolity na przeprowadzenie analizy strukturalno-
funkcjonalnej biatek. Pomimo wysokiego podobieristwa sekwencji aminokwasowych i struktury
drugorzedowej otoliny-1 z Danio rerio i Homo sapiens, przektadajacych sie na ogdlne wtasnosci
badanych biatek, szczegdty relacji struktura-funkcja mogg by¢ kluczowe dla zrozumienia ich roli
w mineralizacji otolitéw oraz otokonidow. Wykazano, ze obecnos$é jondw wapnia stabilizuje termicznie
otoline-1 oraz wptywa na tworzone przez nig oligomery. Przeprowadzone analizy wskazujg, ze nizsze
stezenia jondw wapnia wywierajg silny wptyw na otoline-1 z Homo sapiens, w odrdznieniu od otoliny-
1 z Danio rerio modulowanej wyzszymi stezeniami jondw wapnia. W pracy zaprezentowano
czesciowy, niskorozdzielczy obraz 3D otoliny-1 z Danio rerio uzyskany z uzyciem mikroskopii
krioelektronowej. W wyniku eksperymentéw bioinspirowanej mineralizacji weglanu wapnia
w obecnosci otoliny-1 zaproponowano role biatka zwigzang z nukleacjg oraz selektywng inhibicjg
budowania $cian krysztatow z jednoczesnym indukowaniem powstawania kolejnych ptaszczyzn
mineralizacji. Zjawisko to jest szczegdlnie widoczne dla homologa z Danio rerio. W wyniku badan
proteomicznych otolitéw Cyprinus carpio zidentyfikowano biatka bedgce potencjalnymi izoformami
otoliny-1. Z kolei analiza proteomu kopalnych otolitéw Gadiculus argenteus wykazata obecnosc

dwaoch biatek lub ich fragmentéw zachowanych w otolitach datowanych na epoke pliocenu.
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Summary

Summary

Biomineralization is a physiologically regulated process in which living organisms produce
mineral structures that provide a variety of functions. Otoliths and otoconia, sensors of gravity and
acceleration composed of biogenic calcium carbonate and located in the inner ear - are two
intriguing biomineral structures found among vertebrates. Otoliths and otoconia consist of less than
10% organic matrix, of which protein components play a key role in their formation. One of the
components of the organic matrix of human otoconia and fish otoliths is otolin-1, a short collagen-
like protein, a member of the Clqg superfamily. Otolin-1 is an inner ear-specific otoconin whose
biological role has been outlined in studies on Danio rerio, a model organism for human ear diseases.
The molecular basis of the action of otoliths and otoconia organic matrix individual components
is essential for understanding the mechanisms of their mineralization and diseases associated with

the inner ear, such as benign positional vertigo.

The aim of the thesis was to perform a comparative study of otolin-1 from Danio rerio and Homo
sapiens, focusing on their molecular properties in the presence of a natural ligand - calcium ions, and
to recognize their role in bioinspired mineralization of calcium carbonate in vitro. Part of the work
focused on the analysis of the proteome of Cyprinus carpio otoliths and Gadiculus argenteus fossil
otoliths. The development of overexpression and purification method of recombinant otolin-1
allowed an in-depth structural and functional analysis of the proteins. Despite the high similarity
of the amino acid sequences and the secondary structure of otolin-1 form Danio rerio and Homo
sapiens reflecting the general tendencies of the proteins studied, the details of their molecular
behavior may be crucial for their role in the mineralization of otoliths and otoconia. The presence
of calcium ions was shown to thermally stabilize otolin-1 and affect the formation of its oligomers.
Conducted analyses indicate, that lower concentrations of calcium ions have a high effect on otolin-1
from Homo sapiens, in contrast to otolin-1 from Danio rerio modulated by higher concentrations.
Additionally, a partial, low-resolution 3D map of otolin-1 from Danio rerio obtained using cryo-
electron microscopy was shown. As a result of a set of bioinspired calcium carbonate mineralization
experiments in the presence of otolin-1, the role for the protein related to nucleation and selective
inhibition of crystal walls with simultaneous induction of the formation of subsequent mineralization
planes was proposed. This phenomenon is specifically evident for the Danio rerio homolog.
Proteomic studies on Cyprinus carpio otoliths have identified proteins, that could be potential
isoforms of otolin-1. Analyzing the proteome of the fossil otoliths from Gadiculus argenteus revealed

the presence of two proteins or their fragments preserved in the otoliths dating to the Pliocene era.
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Wstep

1. Wstep

Biomineraty to szczegdlny rodzaj mineratow, ktdrych wtasciwosci odbiegajg od ich syntetycznych
lub geologicznych, abiotycznych odpowiednikéw ze wzgledu na wptyw biogenicznych czasteczek
organicznych na ich powstanie (Weiner, 2008). Powstajg w wyniku biomineralizacji — fizjologicznego
procesu zachodzgcego w zywym organizmie, polegajagcym na powigzaniu powstawania mineratu
z aktywnoscig biologiczng tworzonych przez organizm czasteczek organicznych (w szczegdlnosci
biatek). Formowane sg w S$ci$le okreslonym czasie i przestrzeni, zachowujgc precyzje formy
(Weiner i Dove, 2003). Szczegdlne wtasciwosci mechaniczne biomineratéw, wynikajgce
ze wspodtistnienia materii nieorganicznej z organiczng w jednej strukturze, stanowig klucz
do petnienia przez nie wyspecjalizowanych funkcji. Masa pertowa - aragonitowy biominerat weglanu
wapnia muszli mieczakdédw, posiada w swoim skfadzie okoto 5% macierzy organicznej. Pomimo
stosunkowo niewielkiej ilosci macierzy organicznej, jej odpornos¢ mechaniczna jest okoto 3000 razy
wieksza niz nieorganicznego aragonitu (Jackson et al., 1988). Dzieki obecnosci macierzy organicznej
muszla jest bardziej odporna na pekniecia. Kluczem do zachowania jej funkcji ochronnej jest jej
hierarchiczna i kompozytowa budowa. Masa pertowa zbudowana jest ze stoséw, bardzo drobnych
aragonitowych ptytek, Scisle powigzanych z macierzg organiczng. Efektem tej kompozytowej budowy
jest zwiekszona wytrzymato$¢ muszli na nacisk (technologiczng inspiracja wywodzacg sie
z kompozytowego charakteru muszli mieczakéw sg m.in. kompozytowe ptyty pokrywajgce pancerz
czotgdéw) (Loh et al., 2020). Z tego wzgledu badania skupiajgce sie na procesach biomineralizacyjnych
czesto tacza w sobie wiele dziedzin nauki, a zjawisko kontrolowanej biologicznie mineralizacji
znajduje zastosowanie w m.in. materiatoznawstwie czy inzynierii biomedycznej. Réznorodnos¢
biomineratéw, rozpowszechnienie i elementy regulujgce ich powstawanie czynig je niezwykle

interesujgcym obiektem badawczym (Rysunek 1).

pLEONTOLo
e , ?,,9“ 45»

)

Rysunek 1. Biomineralizacja i jej zastosowanie. Zaznaczone dziedziny nauk majg bezposredni zwigzek z procesami
biomineralizacyjnymi. Tworzenie nowych materiatéw kompozytowych, badania nad frakcja mineralng i organiczng

biomineratéw oraz badania skamieniatosci pokazujg interdyscyplinarnos¢ procesu.
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Wstep

1.1. Biomineralizacja i biomineraty

Do okoto 1980 roku termin kalcyfikacja odnosit sie do biologicznie kontrolowanej
mineralizacji, ze wzgledu na szerokie rozpowszechnienie mineratéw wapnia w przyrodzie
(Weiner i Dove, 2003). Zostat on jednak zastgpiony przez biomineralizacje odnoszgcym sie do szeregu
aktywnosci biologicznych skutkujgcych powstaniem kompozytowego materiatu skfadajgcego sie
z krysztatdéw nieorganicznej soli wzrastajgcych w obecnosci makromolekut (Rysunek 2). Obecnie
znanych jest okoto 64 biomineratéw, z czego potowe stanowig wspomniane mineraty zawierajgce
wapn (Knoll, 2003). Najliczniejszymi grupami mineratéw zawierajgcych jony wapnia s3 weglany
i fosforany (Lowenstam i Weiner, 1989). S3 one rozpowszechnione miedzy réznymi grupami
organizmdw i najczesciej stanowig endo- i egzoszkielety. Niemniej, mineraty inne niz sole wapnia,
jak np. tlenek krzemu, réwniez obecne sg w przyrodzie. Wiele biomineratéw posiada domieszki
pierwiastkdw sladowych, jak na przyktad strontu i baru wbudowanych w sie¢ krystaliczng rybich
otolitéow (Hussy et al., 2021). Wbudowanie pierwiastkow sladowych w strukture mineralng jest
rowniez wynikiem aktywnego, a nie biernego procesu. Obecnosé¢ magnezu w szkielecie koralowcéw,
pomimo, ze odzwierciedla poziom jondw znajdujacych sie w srodowisku, podlega fizjologicznej

kontroli organizmu nad biomineratem (Brahmi, et al., 2012).
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Rysunek 2. R6znorodne formy biomineratéw. Zestawienie przedstawia (A) muszle matzy Pinctada z potyskujacg masg
pertows, (B) okrzemka Thalassiosira pseudonana z wysycong krzemionka $ciang komarkowa, (C) kokolitofor z gatunku
Emiliania huxleyi z owalnymi blaszkami wapiennymi, (D) spikule ggbki z gatunku Samus anonymus. Zdjecia nie oddajg skali.

Na podstawie: (Balch, 2018; tukowiak, 2020; Sumper, 2008; Zhang et al., 2017)
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Powstawanie struktur biomineralnych jest Scisle kontrolowane. Zaczynajac od precyzyjnie
zdefiniowanych przestrzeni, w ktorych powstaje (wewnatrz-, zewnatrz- i miedzykomadrkowej),
poprzez regulacje ekspresji gendw, aktywnos$¢ powstajgcych biatek, regulacje nukleacji i tempa
wzrostu krysztatu, koiczac na ewentualnym transporcie struktury do miejsca, w ktérym wystepuje
(Mann, 2001). Mechanizmy nukleacji i wzrostu biomineratéw nie sg do korica jasne. Do tej pory
w kontekscie tworzenia biomineratdw weglanu wapnia, rozpatruje sie dwa modele nukleacji
opisujgce klasyczng oraz alternatywng teorie nukleacji (Rysunek 3) (Gebauer et al., 2018). Klasyczna
teoria (CNT, ang. classical nucleation theory) zaktada, ze nukleacja krysztatu nastepuje
w wyniku pokonania bariery energii swobodnej przez sktadowe uktadu mineralizacyjnego. Nastepuje
ona po przekroczeniu przez zarodek krysztatu wielkosci krytycznej (de Yoreo, 2003). Poczgtkowo
utworzone metastabilne jgdro nukleacji przyrasta poprzez dodawanie nowych jonéw, do momentu
przekroczenia granicy energii potrzebnej do powstania stabilnego jadra. W przypadku alternatywnej
teorii nukleacji (sPNC, ang. stable prenucleation cluster pathway) proces nukleacji krysztatow
przypisywany jest zmianom dynamiki tworzenia stabilnych jgder prenukleacujnych (PNC)
powstajgcych w wyniku asocjacji jonow (Gebauer et al., 2008; Gebauer i Colfen, 2011). Powstate PNC
mogg tworzy¢ wieksze nanoczgstki, ktore stajg sie energetycznie niekorzystne i w rezultacie agreguja,
inicjujagc tym samym wzrost krysztatu. Mozliwe, ze w przypadku biologicznie kontrolowanej
mineralizacji dochodzi do procesu na drodze sPNC, jak w przypadku tworzenia weglanu wapnia w

obecnosci alginianéw (Rao et al., 2016).

KRYTYCZNE
JADRO NUKLEACH
NIESTABILNE K;\:JESF;?,:IU
JADRO NUKLEACI
3 3333 o

(o]
KLASYCZNA TEQRIA
NUKLEACH

o,
[s)
Op 0o
s HOMOGENICZNY KRYSZTAL
0 o ROZTWOR
n O
n O
o
ALTERNATYWNA TEORIA
-0 NUKLEACH
Q (3
o P
&
STABILNE JADRA O o
PRENUKLEACYINE %\ (?)3 TESTATES
(PNC) . \_/ KRYSTALIZACIA
ZMIANA PEYNNY
DYNAMIKI PNC AGREGACIA PREKURSOR

Rysunek 3 Procesy zarodkowania i wzrostu krysztatow weglanu wapnia. Gérny panel przedstawia schemat powstawania
jadra nukleacji i wzrost krysztatu weglanu wapnia w oparciu o klasyczna teorie nukleacji, dolny panel odnosi sie do
alternatywnej drogi powstawania weglanu wapnia w oparciu o stabilne jadra prenukleacyjne (sPNC) Na podstawie:

(Gebauer et al., 2018)
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Na powstawanie biomineratu sktada sie wiele synergicznych proceséw wewnatrz-
i zewnatrzkomdrkowych. Jednym z kluczowych elementdéw regulujgcych powstawanie biomineratéow
sg biatka, ktére mogg by¢ zaangazowane w proces w sposéb posredni, jak i bezposredni. Do biatek
posredniczgcych w procesach biomineralizacyjnych mozna zaliczy¢ takie, ktdre regulujg ekspresje
gendéw kodujacych biatka biomineralizacyjne, pompy i transportery jonéw, ATPazy, czy biatka
wykazujgce aktywnos$é enzymatyczng potrzebng do wprowadzania modyfikacji potranslacyjnych
w biatkach bezposrednio zaangazowanych w proces (kinazy, fosfatazy, proteazy, transferazy) oraz
inne enzymy, jak anhydraza weglanowa (Boskey, 1998; Falini i Fermani, 2017). Z kolei biatka
bezposrednio regulujgce wzrost krysztatdbw najczesciej posiadajg zdolno$é¢ wigzania jondéw, sg
w stanie oddziatywaé z powstajagcym mineratem, w rezultacie hamowac jego wzrost, ale réwniez

uczestniczy¢é w powstawaniu nowych kierunkéw i ptaszczyzn mineralizacji (Addadi i Weiner, 1992).

Biatka zaangazowane w proces umownie dzieli sie na nierozpuszczalne biatka macierzy
organicznej tworzace tzw. rusztowanie (ang. scaffold) lub biatka rozpuszczalne - SM (ang. soluble
matrix). Biatka tworzace rusztowanie to najczesciej biatka kolagenowe oraz bezposrednio z nimi
oddziatujgce, dodatkowo rekrutujgce inne, niebiatkowe sktadniki macierzy organicznej (cukry,
proteoglikany, lipidy) (Kawasaki et al., 2009; Weiner i Dove, 2003). Charakterystyczng cechg
biomineralizacyjnych biatek SM jest ich sktad aminokwasowy - najczesciej biatka te s3
polielektrolitami. Czesto biatka kwasowe zaangazowane w procesy biomineralizacyjne nalezg
do grupy biatek inherentnie nieuporzadkowanych (IDP, ang. intrinsically disordered proteins), a brak
Scisle zdefiniowanej struktury jest kluczowy dla oddziatywan z mineratem (Boskey i Villarreal-
Ramirez, 2016). Wszystkie opisane sktadniki macierzy organicznej nadajg biomineratom

niepowtarzalne struktury i wtasciwosci.

Tabela 1. przedstawia zestawienie wybranych biomineratéw wystepujacych w przyrodzie,
ktére zostang omoéwione w dalszej czesci. Ze wzgledu na tematyke pracy, mechanizmy stojgce
za powstawaniem rybich otolitéw i ludzkich otokoniéw zostang omdéwione szerzej w dalszej czesci

wstepu.

Roéznorodnos¢ nieorganicznych i organicznych sktadnikéw biomineratéw i ich obecnos$¢ wsrod
organizméw pochodzacych z réinych krélestw jest najlepszym przyktadem uzytecznosci struktur
zmineralizowanych w organizmach zywych. Szacuje sie, ze ponad 3500 milionéw lat temu, organizmy
prokariotyczne rozwinety mozliwos¢ wytwarzania czgsteczek mineralnych, ktére pdiniej zostaty
zaadaptowane przez organizmy wyzsze (Weiner i Dove, 2003). Magnetosomy - bakteryjne organella
bedace biomineratami Fes04 lub FesSs, wykazujg wtasciwosci ferromagnetyczne i pozwalajg bakterii
na orientacie w polu magnetycznym Ziemi. Badania magnetosoméw Magnetospirillum

magnetotacticum pokazujg, ze biomineraty te réwniez posiadajg organiczng macierz, na ktéra sktada
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Tabela 1 Przyktady biomineratéw. Biomineraty zostaty pogrupowane ze wzgledu na organizmy, w ktérych wystepuja,

petniona funkcje oraz sktadniki. Znakiem * zaznaczona zostata indukowana biologicznie mineralizacja.

GLOWNE
GRUPA
KROLESTWO . BIOMINERAL FUNKCIA CzESC MINERALNA SKEADNIKI ODNOSNIK
ORGANIZMOW
BIALKOWE
(Azuma et al., 2006;
X . . Mam12, Mam 22,
PROKARIOTA Bakteria Magnetosom Magnetotaksja Magnetyt, greigit Karen et al., 2004;
MmsF, Mam)
Murat et al., 2012)
i e (Pamirsky et al.,
Okrzemki Pancerzyk Tlenek krzemu silafiny
2013)
Ochrona
PROTISTY .
mechaniczna
. . . . (Skeffington et al.,
Kokolitofory Kokolit Weglan wapnia Biatka COPRO
2022)
Grzyb Zmineralizowane Ochrona przed
GRZYBY VoY X P K Sole szczawianow * (Gadd et al., 2014)
strzepkowe strzepki metalami
. (Bouropoulos et al.,
Kaktusowate Szczawian )
Ochronna, | 2001; X. Liet al.,
Obrazkowate Druzy X wapnia, weglan - i
. magazyn wapnia . 2003; Monje, et al.
Psiankowate wapnia
ROSLINY 2002)
s L Ochrona przed .
Wiechlinowate Fitolity Tlenek krzemu Siliplantl (Kumar et al., 2021)
temperaturg
Osteokalcyna,
Koscl Strukturalna, osteopontyna, (Fujisawa et al.,
osci
podporowa sjaloproteina, 2012)
Fosforan wapnia kolageny
Rozdrabnianie Moradian-Oldak et
Kregowce Zebina, szkliwo i DPP, DSP (
pokarméw al., 2021)
. Starmaker, OMP-
. ) Odczuwanie (Lundberg et al.,
Otolity, otokonia L 1, SPARC,
grawitacji . 2015)
otolina-1
. . X (Takeuchi et al.,
Mieczaki Muszle Aspeina 2008
ZWIERZETA )
Szkartupnie Kolce Weglan wapnia SM30, SM50 (Jain et al., 2016)
Skorupiaki Egzoszkielet Ochronna CAP-1 (Inoue et al., 2007)
Korale . .
, Szkielet Biatka CARP (Drake et al., 2013)
rafotworcze
Weel . Silikateina,
an wapnia
Gabki Spikule 8 P Silintafina-1, (Kumar et al., 2021)
lub tlenek krzemu
glasyna

sie gtéwnie biatko Mam22, a z kolei gtéwnym biatkowym elementem btony magnetosomu jest biatko

Mam12 (Azuma et al.,, 2006). Biatko Mam22 posiada tandemowe powtdrzenia motywu TPR

(tetratrykopeptydowego),

ktére najprawdopodobniej wyznaczajg

role biatka jako mediatora
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interakcji biatek macierzy. Z kolei biatko MmsF zaangazowane jest w proces dojrzewania
magnetosomu i jego morfogenezy, jednak nie jest niezbedne do jego nukleacji (Murat et al., 2012).
Biatko MamlJ, zaangazowane w proces mineralizacji magnetosomdéw M. gryphiswaldense, jest
przedstawicielem kwasowych biatek bogatych w reszty Glu i Asp. Ze wzgledu na jego charakter
spekuluje sie, ze moze byé czynnikiem wigzgacym jony zelaza niezbednych do powstania organellum
(Karen et al., 2004). Pomimo stosunkowej prostoty komdrek prokariotycznych, formowanie
magnetosomu podlega rownie S$cistej regulacji, co powstawanie struktur zmineralizowanych
w jednokomérkowych organizmach wyzszych rzedéw, takich jak okrzemki i kokolitofory
(Rysunek 2B,C). Sciana komdrkowa okrzemkdéw, autotroficznych glonéw, wysycona jest krzemionka,
ktora powstaje w wyspecjalizowanych pecherzykach SDV (ang. silica deposition vesicle). Silafiny,
bedace grupg biatek zaangazowanych w proces silifikacji sciany komdrkowej okrzemkdw, sg bogate w
reszty Ser i Lys. Biatka te sg ekstensywnie modyfikowane, przez co nadawany jest im silny fadunek
ujemny. Silafiny wraz z poliaminami, tworzg organiczng macierz krzemionki, inicjujgc jej powstawanie
z kwasu krzemowego. Regulacja procesu silifikacji zalezy od miejscowego stezenia silafin. W
obecnosci wysokich stezen biatek, a niskich poliamin, wytrgcanie krzemionki jest ograniczone,

natomiast w sytuacji odwrotnej nastepuje nasilenie tworzenia tlenku krzemu (Pamirsky, 2013).

Emiliania huxley, gatunek kokolitoforow, jest zarazem organizmem modelowym oraz
najbardziej znanym przedstawicielem swojej grupy, ze wzgledu na morfologie formowanych
kokolitow (Rysunek 2C). Badania nad mineralizacjg tych glonéw najczesciej skupiajg sie na ich roli
w biologii oceanéw oraz ekologii - s one jednym z gtéwnych organizméw wigzacych atmosferyczny
dwutlenek wegla do formy weglanu wapnia, a mechanizm ich biomineralizacji jest obecnie zachwiany
przez zakwaszenie oceandw (Brownlee et al., 2015). Niestety w literaturze istnieje niewiele
bezposrednich doniesien na temat biatek zaangazowanych w proces mineralizacji kokolitow. Ostatnie
badania tgczace w sobie podejscie genomiki, transkryptomiki i proteomiki pozwolity
na zidentyfikowanie 26 biatek moggcych petni¢ funkcje w mineralizacji kokolitéw (grupa COPROs,
ang. cocolith proteins). Wsréd wytypowanych biatek 6 posiadato motyw pentapeptydowy, mogacy
stanowi¢ element strukturalny dla powstajgcych kokolitow. Kolejne z biatek posiada domene MAM
typowa dla adhezyjnych biatek zewnatrzkomdrkowych oraz inne biatka, fosforylowane, posiadajgce

motyw bogaty w proline (Skeffington et al., 2022).

Procesy kontrolowanej biologicznie mineralizacji nie sg jedynymi, w ktérych organizmy zywe
wytwarzajg mineraty. W przypadku wielu bakterii i grzybéw strzepkowych dochodzi do proceséw
biologicznie indukowanej mineralizacji, najczesciej zewngtrzkomérkowo pod wptywem Ilub
z udziatem niskoczgsteczkowych metabolitéw (Frankel i Bazylinski, 2003). Powstajgce w ten sposob

mineraty, jak na przyktad sole szczawiandw, petnig funkcje ochrony przed toksycznymi dla komdrek
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metalami chelatowanymi kwasem szczawiowym, ale tez pozwalajg na przytwierdzenie grzybdow

do powierzchni ich siedliska (Gadd et al., 2014).

Wsrdd roslin, biomineraty najczesciej sa podstawg mechanizmdéw ochronnych, zaréwno
przed drapieznikami (druzy) jak i czynnikami atmosferycznymi (fitolity). Druzy, bedace drobnymi
mineratami szczawianu lub weglanu wapnia, obecne sg w niemalze wszystkich organach roslinnych.
Okazuje sie, ze w druzach Pistia stratiotes obecne sg minimum 3 biatka, gtéwne - o masie 55 kDa oraz
w mniejszosci biatka o masie 60 i 63 kDa, posiadajgce aminokwasy kwasowe wigzgce jony wapnia
(Li et al., 2003). Biatka izolowane z druzéw lisci pomidora Lycopersicon esculentum i tytoniu
Nicotiana tabacum wykazujg duzg ilo$¢ reszt Glu, ale rowniez Gln, Gly i Ser. W badaniach in vitro
nad mineralizacjg szczawianu wapnia pokazano ich aktywnos¢ kontrolujagcg morfologie krysztatéw
oraz wzrost ich wybranej ptaszczyzny (Bouropoulos et al., 2001). Fitolity, roslinne biomineraty tlenku
krzemu, obecne we wszystkich roslinnych organach petnig funkcje ochronng. Najczesciej rowniez
wysycajg korzenie roslin wiechlinowatych. Jednym z lepiej poznanych biatek zaangazowanych
w biomineralizacje fitolitow jest siliplant-1. Rekombinowane siliplant-1 z sorgo Sorghum bicolor jest
w stanie wytrgcié¢ krzemionke z roztworu kwasu krzemowego in vitro. W swojej budowie posiada
fragment bogaty w reszty Pro, Lys i Glu, ktéry po odseparowaniu od biatka petnej dtugosci wykazuje
wzmozone wfasciwos$ci mineralizacyjne i jest w stanie zainicjowac¢ mineralizacje krzemionki juz przy
5 mM stezeniu kwasu krzemowego, stezeniu nizszym niz w soku mlecznym roslin. Co ciekawe,
sekwencja siliplant-1 znacznie rdéini sie od sekwencji biatek zaangazowanych w procesy

mineralizacyjne krzemionki okrzemkoéw oraz ggbek (Kumar et al., 2021).

Dobrze poznane sg mechanizmy mineralizacji zwierzat morskich oraz kregowcow.
Co ciekawe, w odrdznieniu od organizmdéw nizszych, jednym z gtéwnych sktadnikdw macierzy
organicznej biomineratéw zwierzecych sg biatka kolagenowe. W Rozdziale 1.2 zostang szczegdtowo
omoéwione mechanizmy mineralizacji otolitéw i otokoniéw i skfadniki ich macierzy organicznej
(Tabela 1), natomiast w nastepnej czesci zostang podsumowane podstawowe informacje na temat

innych biomineratéw zwierzecych.

Gabki - beztkankowe zwierzeta morskie, produkuja spikule bedace ich swoistym systemem
ochronnym i podporowym. W zaleznosci od klasy, spikule przyjmuja forme biomineratéw tlenku
krzemu lub weglanu wapnia o odmianie kalcytowej lub aragonitowej (tukowiak, 2020). Tworzenie
spikuli odbywa sie w Scisle regulowany sposéb w sklerocytach, do ktérych w aktywny sposdb
dostarczany jest kwas krzemowy, a nastepnie miejscowo zageszczany przez silikateine
w silikasomach. Silikateina, podobnie jak wiele biatek biomineralizacyjnych, podlega fosforylacji
oraz dehydroksylacji reszt Tyr do Phe (Kumar et al., 2021). Kwas krzemowy obecny w silikasomach

stabilizowany jest przez reszte His obecng w centrum aktywnym biatka ztozonego z reszt Ser, His
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i Asp. Molekularnym partnerem silikateiny jest silintafina-1, bogata w N- i C-koricowe powtdrzenia
reszt Pro, Glu, Ala i Thr. Silintafina-1 wraz z silikateing tworza filamenty katalizujgce formowanie
krzemionki spikul. Interesujgcym biatkiem mineralizacyjnym spikuli jest réwniez glasyna - biatko
glikozylowane sktadajgce sie z okoto 30% reszt His. Co interesujgce, brak glikozylacji rekombinowanej

glasyny nie wptywa in vitro na proces mineralizacji krzemionki (Kumar et al., 2021).

Wsrdd organizmoéw  wyzszych najbardziej rozpowszechnione s biomineraty weglanu
i fosforanu wapnia (Weiner i Dove, 2003). Najczesciej wystepujgcymi wsrdod zwierzat odmianami
fosforanu wapnia sg fosforan amorficzny, osmiowapniowy oraz hydroksyapatyt, bedacy
hydroksylowanym fosforanem wapnia - skfadnikiem kosci i zebdw (Tang, 2008). Kosci
sg elementem podporowym ciata tworzacym szkielet. Ich powstawanie odbywa sie na drodze
mineralizacji zewnatrzkomérkowej macierzy powstajgcej w osteoblastach (Hotubowicz et al., 2015).
Gtéwnym sktadnikiem biatkowym kosci jest kolagen typu |, na ktérego widknach odktadany jest,
w obecnosci biatek niekolagenowych, fosforan wapnia. Istniejg dwie hipotezy mineralizacji kosci.
Mechanizm, opierajagcy sie na obecnosci ciektego prekursora inicjowanego polimerem
(PILP, ang. polymer induced liquid precursor), zaktada tworzenie kropli zawierajgcych jony wapnia
oraz jony fosforanowe i polimer — sktadnik biatkowy (Sugawara-Narutaki et al., 2021). Krople moga
osadza¢ sie na witdknach macierzy kolagenowej inicjujac jej mineralizacie. W mysl drugiego
mechanizmu czgsteczki o duzej masie molekularnej, petnigce funkcje inhibitorow mineralizacji,
nie s3 w stanie wnikng¢ we witdkna kolagenu, natomiast sktadniki mineralne moga tego dokonac
mineralizujgc kolagen (Nudelman et al., 2013). Kolagen typu | jest gtdwnym biatkowym sktadnikiem
kosci stanowigcym ponad 80% macierzy biatkowej. Wystepuje w postaci heterotrimeru sktadajgcego
sie z tancuchéw oplatajgcych sie w strukture potréjnej helisy (Patino et al.,, 2002). W strukturze
pierwszorzedowe]j kolagenu znajduje sie motyw powtdrzen Gly-X-Y, gdzie Y stanowi najczesciej
hydroksyprolina wprowadzajgcg element stabilizujgcy helise kolagenu, a X dowolng reszte
aminokwasowg, czesto Pro. Aby petnic¢ role macierzy kosci, kolagen typu | ulega sieciowaniu poprzez
reszty hydroksylizylowe. Witdkna powstajgce z kolagenu typu | stuzg jako rusztowanie
dla odktadanego hydroksyapatytu (Garnero, 2015). Regulacja mineralizacji kosci natomiast zachodzi
w obecnosci biatek niekolagenowych, ktérych przedstawicielami sg m.in. sjaloproteina kosci,
osteokalcyna i osteopontyna (Gorski, 2011). Sjaloproteina jest biatkiem zaangazowanym w proces
nukleacji hydroksyapatytu. Swojg nazwe zawdziecza glikozylacji kwasem sjalowym. Jest biatkiem
silnie nieuporzgdkowanym o rejonach bogatych w reszty kwasu glutaminowego. Jest zdolna wigzac
kolagen typu |, dzieki czemu jej potencjat biomineralizacyjny i zdolno$¢ wigzania jondw wapnia
wzrasta dziesieciokrotnie (Baht et al., 2010). Z kolei osteokalcyna jest biatkiem wystepujgcym
zarowno w kosciach jako inhibitor mineralizacji, oraz w osoczu. Przypuszcza sie, ze poza koscig

przyjmuje funkcje hormonalng, zwigzang z regulacjg poziomu insuliny (Li et al., 2016). Co ciekawe,
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osteopontyna posiada domene GLA, w ktérej reszty kwasu glutaminowego ulegajg karboksylacji
uzaleznionej od obecnosci witaminy K. Karboksylowana osteopontyna posiada aktywnos$é
biomieralizacyjng, silnie wigzac jony wapnia, tym samym kontrolujgc szybko$¢ powstawania
krysztatéw. Natomiast wersja niemodyfikowana znajdowana jest w osoczu (Garnero, 2015; Zoch et
al., 2016). Osteoponotyna, kolejne z biatek zaangazowanych w mineralizacje kosci, jest réwniez
biatkiem inherentnie nieuporzagdkowanym (IDP) i fosforylowanym. Ekspresjonowana jest w wielu
tkankach, zarowno zmineralizowanych jak i miekkich. W zaleznosci od lokalizacji zmienia sie jej
poziom ufosforylowania. W kosciach dodatkowo ulega glikozylacji. Osteoponotyna petni funkcje
inhibitora mineralizacji zardwno w kosciach, poprzez wigzanie sie do hydroksyapatytu oraz

w tkankach miekkich w przejawach patologicznej mineralizacji (Gericke et al., 2005).

Innym, zmineralizowanym hydroksyapatytem, narzagdem cztowieka sg zeby, zbudowane
z pokrytej szkliwem korony, otoczonych cementem korzeni oraz szyjki na styku szkliwa i cementu.
Whnetrze zeba wypetnione jest zebing okrywajgca miazge zeba. Ze wzgledu na duzy udziat kolagenu
typu | zebina pod wzgledem sktadu i mineralizacji podobna jest do kosci (Hotubowicz et al., 2015).
W mineralizacji zebiny charakterystyczne sg biatka DPP (fosfoproteina zebiny) i DSP (sjaloproteina
zebiny) nalezgce do rodziny SIBLING (ang. small integrin-binding ligand, N-linked glycoprotein).
DPP i DSP sg produktami ciecia proteolitycznego DSPP (sjalofosfoproteiny zebiny). Cechg
charakterystyczng DPP jest znaczna liczba silnie fosforylowanych reszt Asp i Ser. DPP jest biatkiem
kwasowym z pl wynoszagcym okoto 1,1. Posiada ono powinowactwo zarédwno do jonéw wapnia,
jak i kolagenu, i stanowi element nukleatorowy w mineralizacji zebiny. DSP natomiast jest biatkiem
glikozylowanym, nieufosforylowanym. Jego rola w mineralizacji zebiny nie jest do korica znana

(Prasad et al., 2010).

Weglan wapnia wystepuje w postaci uwodnionej (monohydrokalcyt, ikait i ACC (amorficzny
weglan wapnia, ang. amorphous calcium carbonate) oraz bezwodnej - pod postacig
romboedrycznego kalcytu, ortorombicznego aragonitu oraz waterytu (Dhami et al., 2013). Kalcyt
i aragonit sg stabilnymi odmianami weglanu wapnia, w odrdznieniu od waterytu uznawanego
niekiedy za faze posrednig przemiany ACC w formy krystaliczne, niemniej wateryt réwniez wystepuje
w biomineratach (Christy, 2017). Wiele zwierzat wodnych wykorzystuje weglan wapnia
do budowy muszli i szkieletow zewnetrznych w celach ochronnych. Muszle mieczakéw, np. matzy,
zbudowane s3 z dwdch warstw - masy pertowej oraz warstwy pryzmatycznej. Czescig mineralng masy
pertowej jest najczesciej odmiana aragonitowa weglanu wapnia, natomiast warstwa pryzmatyczna
moze przybiera¢ zaréwno forme biomineratu kalcytowego, jak i aragonitowego (de Paula, 2009).
Aspeina jest jednym z najlepiej opisanych biatek mineralizacyjnych muszli, zlokalizowanym w czesci
pryzmatycznej. Podobnie jak inne biatka mineralizacyjne, jest rdwniez silnie kwasowa, co wynika

z posiadania ponad 60% reszt Asp w sekwencji. Biatko to jest niezwykle waine w kontekscie
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kierowania mineralizacjg weglanu wapnia do formy kalcytowej (Takeuchi et al., 2008). Podobne
kierowanie w wybrang odmiane polimorficzng obserwowane jest u szkartupni. Kolce szkartupni
stanowig szkielet wewnetrzny zwierzecia sktadajgcy sie z weglanu wapnia z domieszka jonéw
magnezu. W fazie larwalnej, kolce wzrastajg z amorficznego weglanu wapnia, ktéry z czasem
przeksztatca sie w kalcyt (Beniash et al., 1997). Biatka macierzy SM30 i SM50 sg zaangazowane
w powstawanie szkieletu szkartupni. SM30 jest silnie glikozylowane, posiada domene lektyny typu C
na koncu-N biatka oraz region nieuporzgdkowany bogaty w reszty aminokwasow kwasowych
na koncu-C biatka. SM50 réwniez posiada domene lektyny typu C oraz dwa regiony - bogate w reszty
Gly i Pro. Biatka te s3 w stanie formowac hydrozel i stabilizowaé¢ metastabilny ACC kontrolujgc jego
przeksztatcanie w kalcyt (Jain et al.,, 2016). Z kolei pancerz skorupiakdw petnigcy funkcje
egzoszkieletu podlega wymianie, przebudowie i rekrystalizacji w czasie zycia zwierzecia ze wzgledu
na wzrost jego ciata. Jednym z biatek zaangazowanych we wzrost egzoszkieletu m.in. rakdéw jest
biatko CAP-1 (biatko zwigzane z kalcyfikacjg-1) (Inoue et al., 2007). Jest ono biatkiem IDP, bogatym
w reszty kwasowe. Koniec-N biatka jest dodatkowo fosforylowany. CAP-1 moze bezposrednio
oddziatywac z chityng, sktadnikiem macierzy organicznej szkieletu, poprzez obecnos¢ zachowanej w
toku ewolucji 35-36 aminokwasowej sekwencji zgodnej Rebers'a-Riddiford'a. Poczatkowo ACC
odktada sie na chitynowym rusztowaniu, nastepnie CAP-1 oddziatuje z ACC przeksztatcajagc go w

krystaliczny weglan wapnia (Arakaki et al., 2015).

Mineralizacja aragonitowego szkieletu koralowcéw rafotwérczych jest kontrolowana
m.in. przez grupe biatek CARP (kwasowe biatka koralowcdw, ang. coral acid rich proteins). Do tej pory
opisane zostaty cztery biatka CARP (-1,-2,-3 oraz -4) (Mass et al., 2013). Badania in vitro wykazaty,
ze CARP majg wysokie powinowactwo do jondw wapnia i sg w stanie spontanicznie mineralizowac
weglan wapnia w postaci aragonitu z roztworu wody morskiej. Natomiast biatko CARP-3 zdolne jest
do wytrgcania odmiany waterytowej in vitro, niemniej w obecnosci jondw magnezu ta zdolnos$¢ znika
na rzecz kalcytu. Biatko CARP-2 jest bogate w reszty Glu i w poczatkowej fazie mineralizacji jest
w stanie stabilizowaé ACC, ktdre nastepnie jest przeksztatcane do krystalicznego aragonitu przez

biatka CARP-1, -3 i -4 (Laipnik et al., 2020).

Procesy biomineralizacyjne, obok zaangazowania w normalne procesy szkieletotworcze,
sg réwniez powigzane z mineralizacjg patologiczng, np. kamieni nerkowych w wyniku kamicy
nerkowej. Kamienie zbudowane sg z frakcji mineralnej w przewazajgcej wiekszosci bedacej
szczawianem wapnia (Sivaguru et al., 2021). Poczgtkowo wytwarzane w nerkach mogg przemieszczac
sie wzdtuz drég moczowych powodujgc bdl. Powstawanie kamieni jest rezultatem wielu czynnikéw,
ktére wptywajg na zachowanie réwnowagi pomiedzy powstawaniem, a rozpuszczaniem krysztatéw
z nasyconego lub przesyconego sktadnikami mineralnymi moczu. W kamieniach nerkowych

zidentyfikowana zostata osteopontyna, biatko zaangazowane w biomineralizacje kosci (Tabela 1).
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W przypadku kamicy nerkowej przybiera role inhibitora patologicznej mineralizacji. Ze wzgledu
na przesuniecie réwnowagi tworzenia kamieni wzgledem hamowania ich tworzenia, makromolekuty
poczgtkowo wigzgce sie na powierzchni zarodkow krysztatéw sg w nie wbudowywane, a ich dziatanie

ograniczone, w konsekwencji prowadzac do stanu patologicznego (Alelign, 2018).

Przedstawione w rozdziale przyktady biomineratéw i biatek zaangazowanych w ich
powstawanie sg jedynie przegladem rdznorodnosci procesdéw biomineralizacyjnych na rdéznych
szczeblach taksonomicznych. W kolejnej czesci omdwione zostang biomineraty ucha wewnetrznego —

otolity i otokonia, bezposrednio zwigzane z tematyka pracy.

1.2. Ucho wewnetrzne i jego biomineraty — otolity oraz otokonia

Ucho jest narzadem, ktdre u kregowcow odpowiada za stuch oraz poczucie rownowagi,
odczuwanie grawitacji i przyspieszenia liniowego (Pfaff et al., 2019). Sktada sie z trzech czesci -
zewnetrznej, ucha $rodkowego oraz wewnetrznego. Ucho wewnetrzne jest zbudowane z szeregu
kanatéw wewnatrzczaszkowych tworzgcych btednik, w ktérym czesé odpowiadajaca za stuch stanowi
narzad Cortiego, natomiast za poczucie réwnowagi odpowiadajg kanaty poétkoliste. U podstawy
kanatéw pdtkolistych, w przedsionku btednika kostnego, znajdujg sie narzady otolityczne rdéznigce sie
iloscig w zaleznosci od organizmu. Woreczek oraz fagiewka to narzady otolityczne znajdujace sie
u ssakéw, natomiast posrdd innych kregowcéw wystepuje dodatkowo buteleczka. Trzy kanaty
potkoliste odpowiadajg za odczuwanie przyspieszenia katowego, natomiast rolg narzadow
otolitowych jest odczuwanie grawitacji oraz przyspieszenia liniowego. U ryb narzady otolitowe
sg zaangazowane w odczuwanie fal dZzwiekowych, natomiast u wyzszych kregowcéw rola ta zostata
przejeta przez slimak (Baxendale,2016; Carey, 2006). Kanaty potkoliste i narzady otolitowe
wypetnione sg endolimfg, ptynem wywodzacym sie z osocza (Thalmann, 1999). Wnetrze narzadéw
otolitowych wystane jest nabtonkiem czuciowym posiadajgcym komorki rzeskowe. Otolity oraz
otokonia - biomineraty weglanu wapnia, szerzej oméwione w nastepujacej czesci, sg czescig narzadu
zawieszong w galaretowatej btonie otolitycznej w poblizu rzesek. Podczas zmiany pozycji gtowy,
otolity lub otokonia réwniez zmieniajg swojg pozycje w odpowiedzi na ruch, uciskajac na rzeski
(Lundberg et al., 2015). Stymulacja mechaniczna komérek otwiera kanaty wapniowe, przez co sygnat
pochodzacy z ruchu otolitdw wptywa na dalsze przekazanie sygnatu. Rysunek 4. przedstawia

schematy ucha wewnetrznego cztowieka i ryby wraz z zaznaczonymi narzgdami otolitowymi.

Otolity i otokonia to biomineraty weglanu wapnia znajdujgce sie w uchu wewnetrznym.
U kregowcow lgdowych funkcje receptoréow grawitacji przejety otokonia przypominajace drobny
piasek zawieszony w galaretowatej btonie otolitycznej, natomiast wsrdd ryb doskonatokostnych
rozpowszechnione sg pojedyncze otolity przypominajgce kamyki (Lundberg et al., 2015). Otolity

i otokonia sg wysoce zmineralizowane (ponad 90%) (Kang et al., 2008; Walther, et al., 2014). Pomimo
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petnienia analogicznych funkcji, otolity i otokonia rdznig sie pod wzgledem budowy i mechanizmoéw

powstawania.

KANALY POLKOLISTE

LAGIEWKA
WORECZEK

SLIMAK

BUTELECZKA

/OTOKONIA OTOLIT\

BLONA \,f
OTOLITYCZNA~L }

KOMORKI
RZESKOWE ™

WELOKNO

NABLONEK CZUCIOWY

Rysunek 4. Schemat ucha wewnetrznego. Po lewej przedstawiony zostat schemat ludzkiego ucha wewnetrznego wraz
z otokoniami zawieszonymi w btonie otolitycznej. Po prawej znajduje sie schemat budowy ucha wewnetrznego ryby

z przedstawionym otolitem. Na podstawie: (Lundberg et al., 2015)

Wsréd ryb wystepujg trzy rodzaje otolitow: kamyczek (lapillus) znajdujgcy sie w fagiewce,
strzatka (sagitta) w woreczku i gwiazdka (asteriscus) w buteleczce, znajdujgce sie po dwdch stronach
glowy (Popper et al.,, 2005). Rysunek 5. przedstawia réoznorodne morfologie otolitéow dwadch
stodkowodnych ryb z rodziny karpiowatych (panel A - otolity karpia Cyprinus carpio, C - otolity danio
pregowanego Danio rerio). Otolity réznig sie ksztattem, wielkoscig oraz odmiang polimorficzng
weglanu wapnia. Najczesciej otolity zbudowane sg z weglanu wapnia w odmianie aragonitowej,
niekiedy waterytowej. Zréznicowanie to nie jest przypadkowe — rdinice w gestosci aragonitu
i waterytu przekfadajg sie na zréznicowang stymulacje komaérek rzeskowych narzagdéw otolitowych,
podobnie jak réznice w rozmiarze i ksztatcie przektadajg sie na zréznicowang dynamike odpowiedzi
na ruch rozszerzajgc tym samym zdolnos$¢ odbioru sygnatéw zewnetrznych przez ryby (Schulz-
Mirbach et al.,, 2019). Otolity, w przeciwienstwie do otokonidow, przyrastajg dobowo tworzac

naprzemienne pier$cienie macierzy organicznej i frakcji nieorganicznej (Popper et al., 2005).
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Z kolei otokonia przybierajg ksztatt beczutek o tréjskosnym zakonczeniu (Rysunek 5C).
Ludzkie otokonia to biomineraty kalcytu, powstajagce w trakcie stadium embrionalnego, ktoére
w trakcie zycia nie ulegajg przyrostom, jedynie mogg ulega¢ degeneracji (Walther, et al., 2014).
Otokonia s3 silnie zmineralizowane na obrzezach, a na ich wnetrze sktada sie stabiej zmineralizowany
rdzed macierzy. Pomimo, ze obraz dyfrakcyjny mysich otokoniéw wskazuje na monokrysztaty,
badania z wykorzystaniem zaawansowanych technik mikroskopowych wykazaty, ze na strukture
otokoniow sktadajg sie sferyczne nanokrysztaty kalcytu, tym samym sugerujagc mozliwosé ich

powstawania w wyniku alternatywnej drogi mineralizacji (Athanasiadou et al., 2020) (Rozdziat 1.1).

Rysunek 5. Poréwnanie morfologii otolitow oraz otokoniéw. Panel A przedstawia otolity Cyprinus cario wraz z
odpowiadajgcg im skalg, panel B przedstawia ludzkie otokonia. Na panelu C zostaty przedstawione otolity Danio rerio, skala

odpowiada 100 um. Na podstawie: (Kniep, 2015; Pachoensuk et al., 2021; Schulz-Mirbach Reichenbacher, 2006)

1.3.  Macierz otolitéw i otokoniéw

Zaréwno otolity ryb doskonatokostnych, jak i ssacze otokonia wzrastajg w sposéb
kontrolowany przez biatka. Biatka zaangazowane bezposrednio w proces mineralizacji nazywa sie
otokoninami, tworzg one macierz otolitbw oraz otokoniéw (Lundberg et al., 2015).
Poza otokoninami, w proces rdéwniez zaangazowane s3 biatka enzymatyczne oraz pompy
i transportery, a takie biatka niewchodzace w skitad macierzy wbudowanej w struktury
zmineralizowane. Anhydraza weglanowa, wapniowa ATPaza PMCA2 oraz otopetryna-1
sg przyktadami takich biatek macierzy organicznej. Anhydraza weglanowa przeksztatca ditlenek wegla
do jonéw weglanowych, ktére sg transportowane do endolimfy przez biatko przenoszace aniony
B2AE (Thomas et al.,, 2019). Wrazliwe na kalmoduline wapniowe ATPazy (PMCA) dostarczajg

wewnatrzkomérkowych jonéw wapnia do endolimfy (Lundberg et al., 2015). Z kolei otopetryna-1
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zaangazowana jest w proces mineralizacji na dwa sposoby - reguluje wydzielanie ekspresjonowanych
otokonin oraz monitoruje stezenie jondw wapnia w miejscu mineralizacji (Qian, 2022; Lundberg et
al., 2015). Ponadto, szereg proteaz i ich inhibitorow reguluje aktywnos$¢ biatek macierzy, jak na
przyktad metaloproteinaza 2 (MMP-2) oraz neuroserpina, regulujgce odktadanie sie macierzy
organicznej podczas przyrostow dobowych (Thomas et al., 2019, 2020). Btona otolityczna zawiera
m.in. biatka zaangazowane w utrzymywanie otolitdéw oraz otokonidw w poblizu komérek rzeskowych.
Biatka te sg czesciowo zanurzone w biomineratach. Otogelina oraz biatko podobne do otogeliny
kotwiczg btone otolityczng do nabtonka czuciowego (Huang Qian, 2022). Te biatka
transmembranowe sg réwniez zaangazowane w nukleacje i kotwiczenie otolitéw oraz otokonidéw.
U ludzi mutacje genu otog, kodujgcego otogeline, przyczyniajg sie do rozwoju choroby Méniere'a
(Roman-Naranjo et al., 2020). Podobnie jak otoperyna-1, a- i B-tektoryna, obecne w btonie otolityczej
i nakrywkowej, rowniez zaangazowane sg w kotwiczenie otolitéw i otokonidw. Biatka mocujace
biomineraty do nabtonka czuciowego posiadajg domeny von Willebrand'a typu C, wskazujgce

na tendencje do oligomeryzacji (Lundberg et al., 2015).

Niedawne badania proteomiczne opisaty bogactwo proteomu otolitow (Kalka et al., 2019;
Thomas et al.,, 2019). Biatka zaangazowane w mineralizacje otolitdw i otokonidow mogg by¢
podzielone na dwie grupy — biatka nierozpuszczalne, tworzace rusztowanie i sie¢ potaczen
miedzybiatkowych oraz rozpuszczalne - najczesciej nieuporzadkowane, stanowigce elementy
regulatorowe depozycji frakcji nieorganicznej (Rozdziat 1.1). Najwaziniejsze dane o biatkach

zaangazowanych w mineralizacje otolitow i otokonidéw zebrano w Tabeli 1.

Otokonina 90 (0c90) jest jedng z gtdwnych otokonin ssaczych otokonidw, ale takze jest
obecna przy powstawaniu otolitéw Danio rerio (Petko et al., 2008). Jest biatkiem silnie kwasowym,
glikozylowanym oraz posiadajgcym reszty cysteinylowe niezbedne do petnionej funkcji. W strukturze
posiada domeny podobne do fosfolipazy A2 wigzace jony wapnia (Lu et al., 2010). Oc90 bierze udziat
w procesie zarodkowania krysztatéw weglanu wapnia, co pokazano zaréwno w badaniach in vitro jak
i in vivo i jest niezbednym sktadnikiem macierzy (Lundberg et al.,, 2015). W badaniach in vivo,
knockout genu otocl kodujgcego Oc90 powodowat wyksztatcenie niepoprawnych otolitdw Danio
rerio. In vitro, Oc90 petni funkcje inhibitora wzrostu krysztatéw (Hong et al., 2015; Moreland et al.,
2014). Pojawienie sie ektopowej ekspresji 0c90, poza uchem wewnetrznym, zwigzane jest z potrdjnie
ujemnym rakiem piersi, a biatko w tym przypadku przybiera role indykatora metastatycznego
(Pearlman et al., 2019). Kolejna otokonina, biatko Sparc z Danio rerio oraz ssacze Sparc-like 1
s9 nadekspresjonowane, gdy ekspresja Oc90 jest zahamowana (Kang et al., 2008; Xu et al., 2010).
Mozliwe, ze nadekspresja tego biatka ma za zadanie rekompensowac¢ brak jednego z gtdwnych biatek
mineralizacyjnych otolitow i otokonidw. Sparc jest réwniez silnie kwasowym, glikozylowanym

biatkiem, posiadajgcym reszty cysteinylowe. W budowie domenowej Sparc mozna wyszczegélni¢
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domeny EF wigzace jony wapnia, domene folistatyny wigzacg kolageny oraz rejon nieuporzgdkowany
(Chun et al., 2006). Innymi otokoninami zidentyfikowanymi do tej pory w mysich otokoniach
sg fetuina-A oraz osteopontyna (Thalmann et al., 2006). mRNA osteopontyny, sjaloproteiny
zaangazowanej w mineralizacje kosci (Rozdziat 1.1), zostato zidentyfikowane réwniez w uchu
wewnetrznym (Sakagami, 2000). Podobnie jak w przypadku kosci, biatko reguluje tworzenie
otokoniow ze wzgledu na wysokie powinowactwo do jonéw wapnia. W badaniach in vitro pokazano,
ze zaréwno osteopontyna jak i fetuina-A (bardziej aktywna biomineralizacyjnie) sg w stanie hamowac
wzrost krysztatébw weglanu wapnia (Hong et al.,, 2015). Obecna w endolimfie fetuina-A nie jest
ekspresjonowana w obrebie ucha wewnetrznego, jednak ze wzgledu na pochodzenie plazmatyczne,

reguluje precypitacje réznego rodzaju krysztatdw wapniowych. (Zhao et al., 2007).

Najwiecej prac dotyczacych otokonin powstato podczas badan otolitow, ze wzgledu na ich
stosunkowo duzy rozmiar, dostepnos¢ i tatwosc¢ izolacji. Dwoma biatkami charakterystycznymi dla
otolitdw réznych ryb sg Starmaker (Stm) oraz biatko macierzy otolitéw 1 (OMP-1, ang. otolith matrix
protein-1). Stm jest biatkiem kontrolujgcym mineralizacje otolitdw Danio rerio. Wyciszenie genu stm
powoduje tworzenie zdeformowanych otolitdw, ksztattem przypominajgcych gwiazdy (Séliner et al.,
2003). Biatko to jest niezwykle ciekawym obiektem badawczym ze wzgledu na role biologiczng oraz
wiasciwosci molekularne. Nalezy do klasy IDP, posiada dwa regiony bogate w aminokwasy kwasowe,
charakterystyczne powtdérzenia reszt Asp i Ser, a jego fosforylacja, potwierdzona in vivo, znaczgco
wptywa na jego aktywnos$¢ mineralizacyjng in vitro (Kalka et al., 2019; Kapton et al., 2009; Wojtas et
al., 2015). Biatko to posiada liczne homologi jak np. OMM®64 (ang. otolith matrix macromolecule 64)
z Oncorhynchus mykiss (Poznar et al., 2017; Tohse et al., 2009) i Starmaker-like z Oryzias latipes
(Rézycka et al., 2014). Drugie z biatek macierzy otolitdw, OMP-1, jest zaangazowane w powstawanie
przyrostow dobowych otolitdw. OMP-1 zostato po raz pierwszy wyizolowane i scharakteryzowane
wraz z otoling-1 z otolitéw kety Oncorhynchus keta (Murayama et al., 2000). Mozliwe, ze rolg OMP-1
jest organizacja macierzy organicznej, ze wzgledu na uzaleznienie ekspresji otoliny-1, gtdwnego
sktadnika macierzy, od obecnosci OMP-1 (Thomas et al., 2019). Biatko to jest glikoproteing i nalezy
do rodziny transferyn, jednak najprawdopodobniej nie wigze jondw zelaza, a jony cynku (Murayama
et al., 2005). Z tego wzgledu OMP-1 moze by¢ biatkiem posredniczacym w dostarczaniu jonow
weglanowych w miejsce wzrostu otolitu i regulujgcym aktywnosé anhydrazy weglanowej (Swearer,

2019).

Précz wymienionych biatek, na macierz organiczng sktadajg sie rowniez m.in. proteoglikany,
mogace oddziatywac z kolagenami i jonami wapnia (Thomas et al., 2019). Opisane powyzej biatka
bogatego proteomu macierzy organicznej otolitéw i otokonidw nie sg jedynymi zaangazowanymi
w proces tworzenia otolitéw i otokonidéw. W otolitach Acanthopagrus butcheri, wsréd kilkuset innych

biatek, zidentyfikowano wspdlne dla otolitéw i kosci, nalezgce do kolagendw typu | i Il oraz biatko
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zawierajgce powtorzenia potrojnej helisy kolagenowej (Thomas et al., 2019). Dodatkowo, w otolitach
Danio rerio rowniez znaleziono kolageny (Kalka et al., 2019). Otolity oraz otokonia posiadajg réwniez
krétkie, w stosunku do innych biatek kolagenowych, biatko podobne do kolagenu - otoline-1, ktére
oprécz roli rusztowania posredniczy interakcji pomiedzy otokoninami oraz fazg nieorganiczng
biomineratéw. W kolejnej czesci (Rozdziat 1.4.) opisano to biatko stanowigce obiekt badawczy pracy.
Tabela 2. Gtéwne sktadniki biatkowe macierzy otolitow i otokoniéw. Do wymienionych biatek zostata przypisana petniona

przez nie funkcja. Legenda: U — biatko ustrukturyzowane, C-U — biatko czesciowo ustrukturyzowane, N — biatko

nieustrukturyzowane, K — biato o charakterze kwasowym, Z — biatko o charakterze zasadowym.

BIAtKO WYSTEPOWANIE CHARAKTER FUNKCIA ODNOSNIK
X Strukturalna, wigzanie wapnia, organizacja
Otokonina-90 U, K . (Hong et al., 2015)
macierzy
Otolina-1 u,z Strukturalna, organizacja macierzy (Murayama et al., 2005)
Sparc/Sparc-like 1 C-U, K Strukturalna, wigzanie wapnia (Kang et al., 2008)
Otolity, otokonia
a-tektoryna U, K Strukturalna, mocowanie biomineratu
Stooke-Vaughan
B-tektoryna u,z Strukturalna, mocowanie biomineratu ( -
etal., 2015)
Otogelina C-N, K Strukturalna, organizacja macierzy
. Wigzanie wapnia, regulacja wzrostu
Fetuina-A C-N, K L
biomineratu
Otokonia (Hong et al., 2015)
Wigzanie wapnia, regulacja wzrostu
Osteopontyna N, K L
biomineratu
Wigzanie wapnia, regulacja wzrostu
Starmaker N, K 2 pnia, regula (Sollner et al., 2003)
biomineratu
Otolity
OMP-1 U, K Struktura, organizacja macierzy (Murayama et al., 2005)

1.4. Otolina-1 — biatko biomineralizacji otolitéw i otokoniéw

Otolina-1 jest sekrecyjnym biatkiem podobnym do kolagenu. Po identyfikacji sekwencji cDNA
z ucha wewnetrznego bassa niebieskiego Lepomis macrochirus opisywana byta jako saccular collagen
(Davis et al., 1995a). Przewidziana na podstawie DNA sekwencja biatka zawierata 3 charakterystyczne
domeny: domene kolagenowg, N-koricowg domene niekolagenowg oraz C-koricowg domene
homologiczng do domen kolagenu typu VIl oraz X. Tym samym biatko to zostato przypisane do biatek
o krotkim tancuchu kolagenowym. Z kolei, badania otolitdw Oncorhynchus keta przyczynity sie do
identyfikacji krotkiego biatka podobnego do kolagenu nazwanego otoling-1 (Murayama et al., 2000).
Otolina-1 zostata wyizolowana z frakcji nierozpuszczalnej w EDTA wraz z biatkiem OMP-1. Zostata
poddana deglikozylacji, potwierdzajgc obecnos¢ tej modyfikacji potranslacyjnej. Biatko to jest

ekspresjonowane wytgcznie w uchu wewnetrznym (Murayama et al., 2002).
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I:m Kolagen-1 Kolagen-2 Kolagen-3

dOtol1 (145 204| |205 255| | 264
hQtol1 (116 175 1209 268 | 278

otoll_S. scrofa M¥VEMFLEYKYISISLELSVWFSCNMCI¥SYYTFL: Screp 100
otoll_B.taurus GLPP 100
otell_H.sapiens IGPPP 100
otoll_M.musculus ILAMDD— GFFLDG 100
otoll_D.rerio 'LLVVATGN ID PTAI 100
1....... 10........ 20........ 30........
. * ek Kk kK| * Kk Kk k
otoll_S.scrofa DKEPVEEVAKMAKPEP- SGP DVIGIPEPPEVVEE 200
otoll_B.taurus SGP! GNIGIPGSPGIVGP 200
otoll_H. sapiens PVP GNLGIPGPPGVVGP! 200
otoll_M.musculus RLLEF- G PGKM GDEGSPGHPGTIGP| 200
otoll_D.rerio PPGVGP PERGPPGPVQKGLPGIE‘GGKGEMGPPGPPGQEGLT 200

*  kkkkk Kk ok

otoll_S.scrofa c CTNGVPGE¥PCKPCEPGGLG cmpsm PGAKGEKGEVG—————— 300
otoll B.taurus Q GASGVP GYPCKPCEPCCIC IGP. RGP’VGAPGI.N PGAKGEKGEVG-————- 300
otoll H.sapiens c 14 - -—GVP GY¥PCKPCAQCERG IGLG OGAMGSPGLHECP| :'(‘ac 300
otoll M.musculus GE‘ GLKG] GAGGIPGYPCKPGEQGALG GTIGPA P GA SGAHGF IGEP| Gwc —————— 300

z; GDPG! pc—--xqcmsvpspnc: —————— 300

otoll_D.rerio GAPGTHGVKGEKGDTGASGLPGIPGVTGKQ KGE.G t-m'v
....... 10.......220.......230.......
*k ok Kk Kk * *k K Liikk ok k% *k k -k * kk kk * ok Kk kk kkx
otoll_S.scrofa GPPGLI LGI. LGPPGLVGPAGP ax. ke {e] 400
otoll_B.taurus NG scs GLPGVPGDP LGIPGLMGPVGPKGEL ST G 400
otoll_H.sapiens 5@ SGRNGLP PGI. LGPPGLLGPEGPKGDI PTi G! 400
otoll M.musculus KGME RGS.GLPG SGP; IGSPGFIGPAGPKGEL! T 400
otoll_D.rerio GSI PG P GDPGVP GTDGLPGIKGP PGPLS PGPPGPOGPPGQRGMP! LKi IRG PAV 400
......................... 350.......360.......370.......380.......390.......400

______ sLokkkk:  k Kkaokkk; .

otoll_S.scrofa VP GA F 500
otoll_B.taurus VP, I GA F 500
otoll H.sapiens VP IPG F 500
otoll_M.musculus VP PG F 500
otoll_D.rerio AHWDPNAS G F 500

Kkkkkkk | ckkkk ok | kkkk k kkkkk
otoll_S.screfa e A PG P 540
otoll_B.taurus G A F PSISP 540
otoll H.sapiens G B F SGISP 540
otoll_M.musculus F SKSP 540
otoll_D.rerio KD—— 540

Rysunek 6. Poréwnanie sekwencji otoliny-1 z roznych gatunkéw. Gorny panel przedstawia schemat budowy domenowej
otoliny-1. Przedstawiona ponizej analiza podobienstwa sekwencji otoliny-1 z Sus scruofa (dzik euroazjatycki), Bos taurus
(bydto domowe), Homo sapiens (cztowiek rozumny), Mus musculus (mysz domowa) oraz Danio rerio (danio pregowany)

zostata wykonana w programie Clustal Omega i obrazuje podobienstwo struktury pierwszorzedowej biatka oraz

fragmentéw zachowanych w toku ewolucji.

Sekwencja otoliny-1 pokazata, ze biatko to jest w 68% podobne do opisanego przez
Davisa i wsp. (1995) biatka kolagenowego. Poréwnanie dostepnych w bazie UniProt wybranych
sekwencji otoliny-1 réwniez potwierdzito duze podobieAstwo biatek pomiedzy organizmami z
réznych grup. Najbardziej zachowana w ewolucji jest jego czes¢ C-koricowa, na ktdérg sktada sie

globularna domena Clg. ROwniez charakterystyczne powtdrzenia Gly-X-Y (gdzie X — dowolny
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aminokwas, Y — hydroksyprolina) potozone w centralnej domenie podobnej do kolagenu s3
zachowane w sekwencji otoliny-1 (Rysunek 6). Nadrodzina biatek Clq charakteryzuje sie
wystepowaniem na C-koricu domeny globularnej. Biatka te petnig réznorodne role biologiczne i sg
zaangazowane m.in. w odpowiedz uktadu dopetniacza, jak biatko Clg, w metabolizm, jak
adiponektyna, czy w rozwdj systemu nerwowego (precerebelina) i tkanki miesniowej (EMILIN) (Ressl

et al., 2015). Rysunek 7. zestawia schemat budowy domenowej wybranych biatek z rodziny Clq.

C 1228
B i Multimeryna-1(Q13201)
N1 C 1016
E EMILIN-1 (QSY6C2)
N1 C 680
Kolagen X (A) (Q03692)
N1 C 477
@ Otolina-1 (A6NHNO)
N1 C 253
mw
a Domena podobna do EFG @ Adiponektyna (Q15848)
a Domena podobna do kolagenu N1 C 244

Clq (taficuch B) (P02746)
Domena Clq
N 1L C 193
"""" O Cerebelina-1 (P23435)

Rysunek 7. Budowa domenowa biatek z nadrodziny C1q. Charakterystyczng cecha biatek jest obecnosé globularnej
domeny Clq na C-koncu biatka. W zaleznosci od petnionej funkcji, N-koricowa cze$¢ bogata jest w domeny podobne

do kolagenu, domeny podobne do EFG oraz domeny EMI. Na podstawie: (Ghai et al., 2007)

Sekwencja otoliny-1 posiada cechy charakterystyczne dla biatek z nadrodziny Ciq
(Rysunek 6), tj. 23-aminokwasowy peptyd sygnatowy, N-koncowg domene niekolagenowa
z zachowanym ciagiem reszt cysteinylowych zaangazowanych w tworzenie oligomeréw wysokiego
rzedu, centralnie pofozong domeng podobng do kolagenu z trzema powtdrzeniami ciggdéw
Gly-X-Y oraz C-koncowa domeng Clq (Kishore, 2000). Rysunek 8. przedstawia czesciowe modele
trimeru otoliny-1, na ktéry sktada sie domena Clq oraz trzecie powtdrzenie ciggu Gly-X-Y. Badania
proteomiczne wykazujg, ze otolina-1 jest powszechnym sktadnikiem macierzy organicznej otolitéw,
tym samym umacniajac jej role jako otokoniny niezbednej w rozwoju biomineratu (Kalka et al., 2019;

Thomas et al., 2019).
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Rysunek 8. Model in silico fragmentu trimeru otoliny-1. Fragment otoliny-1 z Danio rerio (po lewej) oraz Homo sapiens (po
prawej). Model sktada sie z petnej dtugosci domeny Clq biatka oraz trzeciego fragmentu ciggu powtdrzen kolagenowych. Na

podstawie: (Bielak et al., 2022)

Murayama i wsp. (2002) spekulowali, ze ze wzgledu na podobienstwo otoliny-1 do kolagenu
VIl i X, biatko to moze tworzyé heksagonalng sie¢ macierzy otolitéw. Ta hipoteza zostata czesciowo
potwierdzona badaniami in vitro rekombinowanej mysiej otoliny-1. Pomiary przy pomocy mikroskopii
sit atomowych (AFM, ang. atomic force microscopy) pokazaty, ze biatko to jest w stanie tworzy¢ sie¢
(Moreland et al.,, 2014). Oddziatywanie mysiej otoliny-1 z Oc90 oraz cerebeling-1 zostato
potwierdzone (Deans et al., 2010) , a wptyw otoliny-1 i Oc90 na mineralizacje weglanu wapnia zostat
pokazany w badaniach in vitro (Moreland et al., 2014). Sama mysia otolina-1 wptywa na morfologie
otrzymywanych krysztatow, jednak w obecnosci Oc90 i otoliny-1 uzyskane krysztaty przypominaty
ksztattem otokonia. Otolina-1 byta réwniez izolowana z agregatow o wysokiej masie czasteczkowej
(HMWA) z otolitéw pstraga teczowego Oncorhynchus mykiss wraz z biatkiem OMM-64, homologiem
biatka Starmaker (Tohse et al., 2008). W badaniach nad mineralizacjq in vitro z uzyciem agregatow,

oraz osobno OMM-64 i otoliny-1, wykazano, ze w obecnosci agregatéw powstajace krysztaty weglanu
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wapnia byly aragonitowe, w odrdznieniu od kalcytowych powstajgcych w obecnosci samej otoliny-1,

oraz waterytowych powstajgcych w obecnosci OMM-64 (Tohse et al., 2009).

Fizjologiczna rola otoliny-1 zostata przebadana na rdéinych etapach rozwoju Danio rerio
(Murayama et al.,, 2005). Biatko zostato zidentyfikowane zaréwno w otolicie, jak i poza nim jako
element kotwiczacy otolity w poblizu nabtonka czuciowego. U tilapii mozambijskiej Oreochromis
mossambicus, otolina-1 nie zostata znaleziona w tagiewce, a jedynie w woreczku. Mozliwe zatem, ze
kotwiczenie otolitéw przez otoline-1 jest ograniczone jedynie do tego narzadu otolitowego (Weigele
et al., 2015). W przypadku rozwoju Danio rerio, otolina-1 jest wbudowywana w otolit 72 godzin po
zaptodnieniu (Murayama et al., 2005). U pstraga teczowego Oncorhynchus mykiss, zmiany ekspresji
otoliny-1 zostaty potgczone z odktadaniem przyrostow dobowych otolitéw (Takagi et al., 2005).
Po wyciszeniu genu kodujgcego otoline-1 dochodzito do fuzji kamyczka i strzatki oraz zmiany ich
potozenia, przez co ryby nie mogty poruszaé sie w skoordynowany sposéb (Murayama et al., 2005).
W przypadku ssakéw, z uzyciem technik mikroskopowych, udato sie réwniez potwierdzi¢
zaangazowanie otoliny-1 w tworzenie potgczen pomiedzy otokoniami (Andrade et al.,, 2012).
Obecnos¢ otoliny-1 w osoczu jest markerem chordb zwigzanych z degeneracjg otolitdw oraz urazéw
ucha wewnetrznego, jak na przyktad w chorobie tagodnych potozeniowych zawrotow gtowy (BPPV),
czy w wyniku uszkodzenn mechanicznych (Dogan et al., 2019; Tabtabai et al., 2017; Wu et al., 2020).
Od niedawna faczy sie hiperkalcemie powstatg w wyniku nadczynnosci przytarczyc z wystepowaniem

BPPV i obecnoscig otoliny-1 w osoczu (McKenna et al., 2020).

Do tej pory opis wtasciwosci molekularnych otoliny-1 ograniczat sie do badan biofizycznych
nad domeng Clqg rekombinowanego biatka z Danio rerio i Homo sapiens. W wyniku szeregu
eksperymentéw udato sie pokazaé znaczacy wptyw jondw wapnia na trimeryzacje domeny oraz jej
stabilnos$¢ (Hotubowicz et al., 2017). Rozwiniecie badan ujawnito znaczacy wptyw zachowanej w toku
ewolucji domeny wigzacej jony wapnia w Clg na stabilnos$¢ trimeréw (Hotubowicz et al., 2021a).
Co wiecej, badania in vitro nad domeng Clq i naturalnie wystepujagcymi w niej mutacjami ujawnity
znaczacy wptyw na stabilnos$¢ trimerow domeny, tym samym bedgc mozliwym czynnikiem patologii

ucha wewnetrznego (Hotubowicz et al., 2021b).

Thomas i wsp. wysnuli hipoteze na temat roli otoliny-1 w organizacji macierzy w czasie
przyrostow dobowych, w ktérej ciecie proteolityczne biatka przez metaloproteinaze 2,
zidentyfikowang w badaniu proteomicznym, jest czynnikiem niezbednym do zainicjowania tworzenia
macierzy organicznej, a nastepnie odktadania sie fazy mineralnej (Thomas et al., 2019). W ostatnich
latach rola otoliny-1 w organizacji macierzy otolitycznej jest podkreslana w pracach przeglagdowych

(Huang Qian, 2022; Thomas i Swearer, 2019).
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1.5. Interdyscyplinarnos$¢ badan biomineralizacyjnych

Wykorzystanie wynikéw badan ptyngcych z eksperymentéw nad macierzg organiczng
biomineratébw moze pomdc w identyfikacji markeréw chorobowych oraz molekularnych
mechanizméw stojgcych za réznymi schorzeniami. Z drugiej strony, projektowanie funkcjonalnych
materiatdbw w oparciu o znajomos$¢ mechanizméw biomineralizacyjnych moze byé wykorzystane
w tworzeniu biokompatybilnych materiatéw z zastosowaniem medycznym lub o szczegdélnych
parametrach mechanicznych. Niezwykle interesujgcym aspektem badad biomineralizacyjnych
sg badania skupiajgce sie na strukturach biomineralnych wymartych organizmow, ktére przetrwaty

jako skamieniatosci w osadach fanerozoiku.

Danio rerio jest organizmem modelowym w badaniach biologii rozwoju oraz uzywany jest do
rozwoju modeli chorobowych ze wzgledu na swdj niewielki rozmiar oraz tatwo$é hodowli. Doktadne
poznanie mechanizmdw wzrostu otolitdw ryby, mimo wielu réznic, moze przyczynié sie do poznania
przyczyn ludzkich choréb (Séllner Nicolson, 2004). tagodne potozeniowe zawroty gtowy (BPPV) s3
chorobg najczesciej dotykajaca ludzi w starszym wieku (Tabtabai et al., 2017). Objawia sie zawrotami
glowy na skutek zmiany potozenia ciata. Zawroty te wywotane sg degeneracjg otokonidéw i ich
swobodnym przemieszczaniem w kanatach pétkolistych. Obecnos$¢ otoliny-1 w osoczu jest markerem
tej choroby (lrugu et al., 2021). Otolina-1 moze by¢ réwniez uzyta jako wskaznik mechanicznych
uszkodzen ucha wewnetrznego. Jako rezultat mastoidektomii, wewnatrzczaszkowej operacji, réwniez
zaobserwowano obecnos¢ otoliny-1 w osoczu, a jej stezenie przektadato sie na nasilenie uszkodzen

mechanicznych ucha powstatych w wyniku zabiegu (Dogan et al., 2019).

Nasladowanie naturalnie zachodzgcych proceséw mineralizacji w organizmach zywych,
kierowanie nukleacja i wzrostem krysztatdw oraz tworzenie materiatbw kompozytowych
pochodzenia biologicznego jest jednym z podejs¢ uzywanych przy projektowaniu zaawansowanych
materiatow. To podejscie badawcze zwane biomimetyka, wykorzystywane jest w materiatoznawstwie
do otrzymywania materiatdw o zorganizowanej sieci nanoczatek, wybranych wtasciwosciach
mechanicznych stojagcych m.in. za konkretnymi odmianami polimorficznymi (Nudelman, 2012).
Otrzymanie kolagenu zmineralizowanego hydroksyapatytem o poprawnie zorientowanych
krysztatach wewnatrz witdkien z uzyciem polimeru poliAsp przyczynito sie do otrzymania
biokompatybilnych implantéw kosci. Mineralizacja kolagenu zostata skierowana do Sciezki

PILP (Rozdziat 1.1) (Jee et al., 2011).

Ciekawym aspektem badan nad biomineralizacjg s3 zagadnienia zwigzane z paleontologis.
Mimo, ze badania skamieniatosci skupiajg sie z reguty na fazie mineralnej, badanie zachowanej w
biominerale macierzy organicznej lub jej fragmentdw moze przyczyni¢ sie do pogtebienia wiedzy na

temat synergicznego wspotdziatania materii organicznej z nieorganiczng (Pérez-Huerta et al., 2018).
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Zwrdcenie uwagi na zachowanie macierzy organicznej w skamieniatosciach stato sie poczatkiem
rozwoju paleontologii molekularnej (Abelson, 1954). Jedna z przetomowych prac w tej dziedzinie
opisywata zachowane przez 80 miliondéw lat glikoproteiny muszli mieczakéw (Weiner et al., 1976).
Dalszy rozwdj technik analitycznych i dostepnos¢ nowoczesnych metod poznawczych przyczynit sie
do identyfikacji szeregu biatek zachowanych w skamieniatosciach, co wigze sie z oddziatywaniem
biatko-minerat (Cappellini et al., 2012; Drake et al., 2020; Sakalauskaite et al., 2020; Wadsworth,
2014, Demarchi et al., 2016). Co niezwykle ciekawe, ze wzgledu na zachowanie wzglednie dtugich
fragmentéw biatek w skamieniatosciach, w badaniach z dziedziny paleontologii molekularnej
wykorzystuje sie obecnie réwniez podejscie paleoproteomiczne (Schroeter et al., 2022; Warinner et
al.,, 2022). Uzyskanie sekwencji biatek zachowanych w mineratach niesie za sobg szczegdlna

informacje biologiczna, pozwalajaca na gtebsze poznawanie szlakéw ewolucyjnych.

34



Cel pracy

2. Cel pracy

Nadrzednym celem pracy byto poznanie wiasciwosci molekularnych otoliny-1 oraz jej roli
w mineralizacji weglanu wapnia. Praca zostata poswiecona w gtdwnej mierze badaniom
rekombinowanych homologdéw otoliny-1 z danio pregowanego (Danio rerio) i cztowieka. Druga czes¢
pracy skupita sie na otolitach wyizolowanych z karpia Cyprinus carpio w celu identyfikacji otoliny-1,
jej potencjalnych izoform i biatek podobnych oraz na poszukiwaniu zachowanych fragmentdéw

macierzy organicznej kopalnych otolitow Slepiora Gadiculus argenteus.
Gtéwne cele pracy zostaty podzielone na cele szczegétowe:

1. Opracowanie metody nadekspresji w E.coli i oczyszczania rekombinowanej otoliny-1

z Danio rerio i Homo sapiens

2. Dokonanie charakterystyki witasciwosci molekularnych otoliny-1 z Danio rerio i Homo

sapiens, badania wptywu jonédw wapnia na jej wtasciwosci

3. Zbadanie wptywu otoliny-1 na powstawanie krysztatbw weglanu wapnia

w eksperymentach bioinspirowanej mineralizacji

4. ldentyfikacja proteomu otolitéw Cyprinus carpio oraz kopalnych Gadiculus argenteus

z uzyciem spektrometrii mas LC-MS/MS
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3. Materiaty

3.1. Odczynniki, zestawy komercyjne

Tabela 3. Spis odczynnikéw uzywanych do wykonania eksperymentow przedstawionych w pracy.

ODCZYNNIK PRODUCENT NUMER
KATALOGOWY
2-merkaptoetanol (C;HgOS) Roth 4227.3
Aceton Warchem 30112
Acetonitryl (CzH3sN) Fluka 34967
Agar Invitrogen 30391-023
Agaroza Roth 2267.4
Albumina wotowa Sigma A-7517
ATTO-488 NHS Sigma 41698
Azotan srebra (AgNOs) Warchem 057385
Btekit bromofenolowy (C19H1005Br4S) Merck Millipore 108122
Bromek etydyny Roth 2218.3
BS3 Thermo Fisher Scientific 21580
Chlorek potasu (KCl,) Merck 4938
Chlorek sodu (NaCl) Merck Millipore 106404
Chlorek wapnia (CaCly) Merck 2382
Coomassie Brilliant Blue R250 Serva 35051
Cytrynian sodu (CgHsNaz07) POCH S.A. 795790730
Deoksyrybonukleaza | (DNaza ) Novazym DN-10000
Ditiotreitol (C4H100,S,, DTT) Sigma D9163
Diwodorofosforan (V) potasu (KH2PO,) Chempur 427420201
Diwodorofosforan (V) sodu (NaH,PO4) Roth 4984.1
Dodecylosiarczan sodu (C12H25504Na, SDS) Roth 2326.2
Etanol (C;HsOH) POCH S.A. 396420113
Fluorek fenylometylosulfonylu (C7H;FO,S, PMSF) Sigma-Aldrich P7626
Formaldehyd (HCHO) Chempur 424321733
Fosfataza alkaliczna FastAP Thermo Fisher Scientific EF0654
Fosforan sodu (Na,PO4) Merck S7907
Gentamycyna Gibco 11558616
Glicerol (C3Hs03) Roth 3783.2
Glicyna (CoHsNO,) Merck Millipore G8898
Imidazol (C3HsN>) Roth X998.4
Izopropylotiogalaktozyd (CoH150sS, IPTG) Roth 2316.4
Kanamycyna Calbiochem 420111
Karbenicylina Roth 6344.2
Kwas octowy (CH3;COOH) POCH S.A. 568780693
Kwas mréwkowy CH,0, Roth 1EKH
Kwas solny (HCI) POCH S.A. 575283115
Kwas wersenowy (C1oH16N,Og, EDTA) Roth 8043.1
Ligaza DNA faga T4 Fermentas ELOO11
Lizozym Sigma L6876
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Luria broth (LB)
Metanol (CH;0)
Mieszanina akryloamid/bisakryloamid Rothiphorese (37,5:1)
Mleko w proszku, Blotting grade
Mréwczan amonu (NH4HCO,)

N, N,N',N'-tetrametyloetylenodiamina (TEMED)
Nadsiarczan amonu ((NH4)>S,0s, APS)
Nadtlenek wodoru (H,0,)

Ni-NTA His-Bind Resin
Odczynnik Folina
Podchloryn sodu rr 15% (NaClO)

Polimeraza Phusion High Fidelty
Ponceau-S
Proteaza HRV3C
Konskie przeciwciata IgG, anty-mysie I1gG skoniugowane z
peroksydazg chrzanowg (HAMPO)

Kozie przeciwciata IgG, anty-krolicze IgG skoniugowane z
peroksydaza chrzanowg (GARPO)

Krdlicze przeciwciata poliklonalne, anty-OTOL1
Mysie przeciwciata 1gG, anty-HisTag (anty-His)
Restryktaza BamHI
Restryktaza Hindlll
Restryktaza Xhol
Rybonukleazaa (RNaza A)

Siarczan miedzi (I1) (CuSOa)

Standard dfugosci DNA FastRuler Middle Range
Standard dtugosci DNA GeneRuler 100bp

Standard dtugosci DNA GeneRuler 100bp plus

Standard masy biatkowej Pierce Unstained Protein MW
Marker

Substrat ECL Plus
TALON Metal Affinity Resin
Terrific broth (TB)
Tiosiarczan sodu (Na,S;03)
Tris ((HOCH3)sCNH,)
Trypsyna
Tween20
Weglan sodu (NaCOs)
Wodorofosforan potasu (K;HPO4)
Wodorofosforan sodu (Na;HPO,)
Wodorotlenek sodu (NaOH)
Wodoroweglan amonu (NH;HCO3)
Wodoroweglan sodu (NaHCO3)

Zestaw biatek standardowych

Invitrogen
POCH S.A.
Roth
Roth
Roth
Merck Millipore
Biokom
Warchem
Merck Millipore
Sigma
Warchem
New England Biolabs
Sigma

Sino Biological

Vector Laboratories

Vector Laboratories

Biorbyt
Clontech
Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific
Roth
POCH S.A.

Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific

Thermo Fisher Scientific

Thermo Fisher Scientific

Thermo Fisher Scientific
Takara Bio
Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific
Roth
Sigma
Sigma
Warchem
Roth
Roth
POCH S.A.

POCH S.A.

POCH S.A.
Sigma-Aldrich

12795-084
621990110
3029.1
T145.3
5093
1107320100
13375.01
060596
70666
F9252
56011
F-530S
P7170
S3CPO1

PI-2000

PI-1000-1

orb185689
631212
ER0051
ER0501
ER0692
7156
658280114

SM1113

SM0243

SM0323

26610

32132
635503
22711022
450620010
4855.2
T1426
P9416
056666
4984.1
T879.1
810925112
810560119
810981118
69385-6X30MG
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Tabela 4. Spis zestawéw komercyjnych uzywanych do pracy z kwasami nukleinowymi.

ZESTAW PRODUCENT NR KATALOGOWY
Clean-Up AA Biotechnology 021-50
Gel-out AA Biotechnology 23
Plasmid Mini Kit Syngen SY101011
NucleoBond Macherey-Nagel 740 573.100

W eksperymentach wykorzystywana byfa ultraczysta woda H,0mq Oczyszczana w aparacie Millipore

Advantage A10 (Merck Millipore).

3.2.  Plazmidy oraz oligonukleotydy

Sekwencje cDNA kodujgce otoline-1 z Danio rerio i Homo sapiens zdeponowane w bazie NCBI
RefSeq z identyfikatorami NM_001099741.1 i NM_001080440.1 zostaty zoptymalizowane pod

nadekspresje w komaérkach Escherichia coli i zsyntetyzowane przez firme GeneArt™ (Invitrogen).

W celu nadekspresji otoliny-1 z Danio rerio (dOtoll) oraz Homo sapiens (hOtoll), fragmenty
zoptymalizowanego cDNA wykluczajace peptyd sygnatowy zostaty wklonowane do plazmidu pQE-80L
(Qiagen) z uzyciem miejsc restrykcyjnych BamH| i Hindlll (Rysunek 9). Plazmid pQE-80L umozliwia
nadekspresje biatka ze znacznikiem szesciohistydylowym (His-tag) na N-koricu biatka. Plazmid pQE-
80L posiada gen opornosci na ampicyline (AmpR), miejsce replikacji ColEl, a nadeksprecja

regulowana jest operonem laktozowym i podlega kontroli promotora faga T5.

T5 promoter lac operator
RBS
TG
6xHis
BamHI (143)
HindIII (1c7)

iy
B ter%l"
T groprome fapy, S Y
o Mes oay

pPQE-80L
4751 bp

Rysunek 9. Mapa plazmidu pQE-80L. AmpR- gen opornosci na karbenicyline, ori — miejsce inicjacji replikacji, lacl — gen
represora laktozowego, T5 — miejsce inicjacji transkrypcji, lacO — operator laktozowy, MCS — miejsce klonowania.

bp oznacza dtugos¢ plazmidu podana w parach zasad.
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Do przygotowania wymienionych plazmidéw uzywano starterow do tfancuchowej reakcji
polimerazy (PCR, ang. polymerase chain reaction) oraz do ich sekwencjonowania. Oligonukleotydy

zostaty zsyntezowane przez firme Genomed (Warszawa).

Tabela 5. Startery uzyte do PCR oraz sekwencjonowania. Mate litery odpowiadajg sekwencjom nukleotydowym

pochodzacym z c¢DNA otoliny-1, wielkie litery odpowiadajg sekwencjom dodanym w celu wklonowania cDNA biatka

do plazmidu.
NAZWA RODZAJ STARTERA SEWKENCJA
dOtol1-pQE-80L PRZEDNI 5’-GCGCGCGGATCCagcattgataaaaccaccca-3’
dOtol1-pQE-80L WSTECZNY 5’-GCGCGCAAGCTTTTAatctttggttgcatctgeat-3’
hOtol1-pQE-80L PRZEDNI 5’-GCGCGCGGATCCaaaaccacaccgcatacca-3’
hOtol1-pQE-80L WSTECZNY 5’-GCGCGCAAGCTTTTAcgggctaataccgctg-3’
pQE_f PRZEDNI 5’-cggataacaatttcacacag-3’
pQE_R WSTECZNY 5’-ccagtaatgacctcagaac-3’

3.3. Szczepy bakteryjne

W pracach dotyczacych manipulacji DNA wykorzystywane byly komercyjne szczepy
bakteryjne Escherichia coli One Shot™ TOP10 (Thermo Fisher Scientific), a w przypadku nadekspresji

biatek - szczep ArcticExpress (DE3) (Agilent Technologies). Tabela 6. zestawia genotypy bakterii.

Tabela 6 Genotypy bakterii uzytych podczas realizacji pracy

SZCZEP GENOTYP

F mcrA A( mrrhsdRMS-mcrBC) ®80/acZAM15 AlacX74 recAl araD139

TOP10
A(araleu)7697 galU galK rpsL (StrR) endAl nupG

ArcticExpress (DE3) E. coli B F- ompT hsdS(rs™ me™) dcm+ Tet" gal A(DE3) endA Hte [cpn10 cpn60 Gent']

3.4. Otolity oraz endolimfa

W trakcie realizacji pracy wykorzystywano otolity waterytowe (gwiazdki, tac. asteriscus)
izolowane z gtéw karpia z gatunku Cyprinus carpio pochodzacych z hodowli ze Stawdw Milickich SA
(Ruda Sutowska, Milicz). Metoda izolacji otolitow karpia zwyczajnego zostata opracowana przez
dr inz. Marte Kalke (Katedra Biochemii, Biologii Molekularnej i Biotechnologii). W trakcie izolacji
otolitdw pobierano réwniez zamrozong endolimfe. Cze$¢ badann wykonana zostata na otolitach
kopalnych Slepiora z gatunku Gadiculus argenteus z rejonu Le-Puget-sur Argens, Francja, datowanych
na dolny i srodkowy pliocen, przekazanych z kolekcji Instytutu Paleobiologii Polskiej Akademii Nauk

w Warszawie dzieki uprzejmosci prof. dr hab. Jarostawa Stolarskiego.
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3.5. Podtoza hodowlane, antybiotyki

LB - podtoze ptynne
Luria Broth Base (Miller’s LB Broth Base) ®- 25 g

Podtoze state LB z agarem
Luria Broth Base (Miller’s LB Broth Base) ®- 25 g
Agar-15¢g

TB — podtoze hodowlane ptynne
Terrific Broth-47,6 g
Glicerol - 8 ml

Karbenicylina_100 mg/ml, rozpuszczono w H2Oq

Gentamycyna 10 mg/ml

Pozywki w objetosci 1 litra sterylizowano w 121°C przez 20 min. Po wystudzeniu dodawano
antybiotyki w stezeniu korncowym: LB — do hodowli wstepnej 100 pug/ml karbenicyliny oraz 100 pg/ml
gentamycyny; TB — do hodowli gtéwnej 50 pg/ml karbenicyliny. Podtoze state LB uzupetniano

antybiotykiem po sterylizacji po ochtodzeniu do ok. 45 °C i wylewano okoto 10 ml na szalke Petriego.

Po zestaleniu przechowywano w temperaturze 4 °C i zuzywano przez miesigc.

Roztwory i bufory wykorzystane w pracy byty przygotowywane w 20 °C.

3.6. Roztwory i bufory

Bufor TNa Bufor TBE x10
Tris 10 mM Tris 890 mM
NaCl 100 mM Kwas borny 890 mM
pH 7.5 EDTA 20 mM
pH 8,3
Bufor TNaT Bufor do nanoszenia prébek biatkowych 4xSB
Tris 10 mM Tris-HCI 248 mM
NacCl 100 mM SDS 8% (w/v)
Tween20 0.01 % (v/v) merkaptoetanol 20% (v/v)
pH 7,5 glicerol 40% (v/v)
btekit bromofenolowy 0,01% (w/v)
pH 6,8

Bufor do elektroforezy biatkowej SDS-PAGE x10

Tris 250 mM Coomassie Brillian Blue
R-250

Glicyna 1,92 M metanol

SDS 1% (w/v) kwas ocotowy

Roztwor Coomassie Brilliant Blue
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Roztwér do odbarwiania Coomassie Brilliant Blue Roztwér do transferu Western blot

metanol 40% (v/v) Tris 25 mM

kwas octowy 10% (v/v) Glicyna 192 mM

Roztwér do barwienia Ponceau S Roztwér do transferu Western blot uzyty do
eksperymentu sieciowania chemicznego

Ponceau S 0.1% (w/v) Tris 25 mM

kwas octowy 5% (v/v) Glicyna 192 mM
Methanol 10 % (v/v)
SDS 1% (v/v)

Zele uzywane do elektroforezy w zelu poliakryloamidowym (SDS-PAGE) byty wykonywane ze
sktadnikéw zestawianych w Tabeli 7.

Tabela 7 Sktad zeli SDS-PAGE

SKEADNIK 4% 7% 10% 12%
Rothiphorese
) P ) . 4% (w/v) 7% (w/v) 10% (w/v) 12% (w/v)
akryloamid/bisakryloamid
Tris 125 mM 375 mM 375 mM 375 mM
SDS 0,1% (w/v) 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) 0,05% (w/v)
TEMED 0,01% (v/v) 0,01% (v/v) 0,01% (v/v) 0,01% (v/v)
pH 6,8 pH 8,8 pH 8,8 pH 8,8

W trakcie oczyszczania biatek byty wykorzystywane nastepujgce bufory, przygotowywane w
temperaturze 20 °C:

Bufor A Bufor L

Na;HPO4 50 mM Na;HPO, 50 mM

NacCl 300 mM NaCl 300 mM

Glicerol 5% (v/v) pH 7,4
pH 7,4

Bufor B Bufor F

Na;HPO, 50 mM Tris 10 mM

NacCl 300 mM NaCl 300 mM

imidazol 200 mM Glicerol 5% (v/v)

Glicerol 5% (v/v) pH 7,8
pH 7,4
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Bufor C
NazHPO4

Glicerol

Bufor D
NazHPO4
NaCl

Glicerol

Bufor E
Tris
NaCl
Glicerol

Bufor PBS
NaCl

KCl
Na;HPO4

*w zaleznosci od warunkow eksperymentu

Materiaty

50 mM
5% (v/v)
pH 7,4

50 mM
1000 mM
5% (v/v)
pH 7,4

20 mM
500 mM
5% (v/v)
pH 7,8

137 mM
2,7 mM
10 mM

pH 7,5
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Bufor EDTA
Tris

NacCl

EDTA

Glicerol

Bufor Ca*
Tris

NaCl
CaCl,*
Glicerol

RPCA
Mréwczan amonu

Kwas mréwkowy

RPCB
Mréwczan amonu
Kwas mréwkowy

Acetonitryl

10 mM
300 mM
10 mM
5% (v/v)
pH 7,8

10 mM

300 mM
0,1-100 mM
5% (v/v)

pH 7,8

15 mM
0,1% (v/v)

15 mM
0,1% (v/v)
70% (v/v)
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4. Metody

4.1. Podstawowe techniki pracy z DNA i biatkami

W Tabeli 8. przedstawiono standardowe techniki uzywane do pracy z DNA oraz biatkami

opisane w literaturze oraz w broszurach dostarczonych przez producentéw. Samodzielnie

opracowane metody pracy zostaty przedstawione w dalszych rozdziatach.

Tabela 8. Lista standardowych technik uzywanych w pracy z DNA i biatkami.

METODA

ODNOSNIK

Amplifikacja cDNA metodg taricuchowej reakcji polimerazy PCR

Barwienie biatek w zelu poliakryloamidowym barwnikiem Coomassie
Brilliant Blue R-250

Barwienie srebrem biatek w zelu poliakryloamidowym

Chemiczne ukompetentnianie komérek bakteryjnych

Elektroforeza DNA w zelu agarozowym

Izolacja DNA z zelu agarozowego

Izolacja plazmidowego DNA w skali midi

Izolacja plazmidowego DNA w skali mini

Oczyszczanie DNA z mieszanin reakcyjnych

Pomiar stezenia biatka metodg Lowry’ego

Elektroforeza w warunkach denaturujacych w zelu poliakryloamidowym
SDS-PAGE

Sekwencjonowanie DNA metodg Sangera

Transformacja komorek kompetentnych

Trawienie restrykcyjne, ligacja, defosforylacja plazmidéw i cDNA do
klonowania

Znakowanie biatka znacznikiem fluorescencyjnym ATTO-488 NHS

(Sambrook, 2001) i
instrukcje producentéw

(Fairbanks et al., 1971)

(Wray et al., 1981)

(Sambrook, 2001)

(Sambrook, 2001)

Gel-Out, instrukcje producenta,
AA Biotechnology
NucleoBond, instrukcje producenta,
Machery-Nagel
Plasmid Mini Kit,
instrukcje producenta, Syngen
Clean-up, instrukcja producenta,
AA Biotechnology

(Lowry, 1951)

(Laemmli, 1970)

(Sambrook, 2001)

(Hanahan, 1985)

(Sambrook, 2001) i
instrukcje producentéw

Instrukcja producenta, Sigma

Elektroforeza SDS-PAGE byta uzywana w celu jakosciowe] analizy otrzymywanych preparatéw

biatkowych. Sekwencjonowanie DNA metodg Sangera byto zlecane firmie Genomed, Warszawa.

Stezenia dOtoll oraz hOtoll zostaty wyznaczane na podstawie pomiaréw absorbancji
korzystajgc z prawa Lamberta-Beera (Beer, 1852; Mantele, 2017). Masowy wspdtczynnik absorpcji

i molowy ekstynkcji dla biatek zostaty wyliczone przy pomocy programu ProtParam (Gasteiger, 2005)

i zostaty przedstawione w Tabeli 9.
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Tabela 9. Wspétczynniki absorpcji i molowy wspétczynnik ekstynkcji dOtoll i hOtoll.

Aghlg/“ [mImgicm?] &[M'ecm?]
dOtoll 0,88 45755
hOtoll 0,71 36035

4.2.  Ekspresja i oczyszczanie otoliny-1 z Danio rerio i Homo sapiens
4.2.1. Ekspresja biatek w komadrkach bakteryjnych

Komodrki kompetentne E.coli ze szczepu Arctic Express (DE3) byly transformowane
odpowiednim plazmidem pQE-80L zawierajagcym cDNA kodujace otoline-1 z Danio rerio (dOtoll)
lub Homo sapiens (hOtoll). Zawiesina komodrek byta wysiewana na ptytke agarozowgq z podtozem LB
z karbenicyling w stezeniu koricowym 50 pg/ml. Ptytki byty inkubowane przez noc w 37°C. Nastepnie,
100 ml podtoza ptynnego LB z karbenicyling o stezeniu 50 pug/ml i gentamycyng o stezeniu 100 pg/ml,
stanowigce hodowle wstepng, zaszczepiano jedng kolonig z ptytki i inkubowano przez noc w 37°C,
z wytrzasaniem rotacyjnym 182 obrotéw/min. Hodowle wtasciwg, stanowigcg ptynne podtoze TB
z karbenicyling o stezeniu 50 ug/ml, zaszczepiano hodowlg wstepng, tak by ODegyo wynosito 0.05.
Hodowle witasciwg prowadzono w 37°C z wytrzgsaniem 182 obrotéw/min do czasu osiggniecia ODego
rownego 0,7-0,8. Nastepnie hodowla byta schtadzana do 16°C w zimnym pokoju. Po ochtodzeniu,
ekspresje biatek indukowano dodatkiem izopropylo-B-D-tiogalaktopiranozydu (IPTG) o stezeniu
koncowym 1 mg/ml. Ekspresje kontynuowano w 16°C z wytrzgsaniem 182 obrotéw/min przez
20 godz. Po tym czasie, komoérki bakteryjne oddzielano od podtoza hodowlanego przez wirowanie
w wirdwce Beckman Coulter Avanti J30l w 4 °C, 500 x g przez 15 min. Osad bakteryjny z 1 litra

hodowli zawieszano w 30 ml buforu L (Rozdziat 3.6). Tak przygotowane ekstrakty przechowywano w

-80 °C.
4.2.2. Liza komodrek bakteryjnych
Do weczesniej przygotowanego i rozmrozonego ekstraktu bakteryjnego (Rozdziat 4.2.1)
dodawano DNaze | i RNaze | w stezeniu koricowym 10 pg/ml, roztwér lizozymu w buforze L

o stezeniu koricowym 50 pg/ml oraz $wiezy etanolowy roztwdr inhibitora proteaz - fluorku
fenylometylosulfonylu (PMSF) w stezeniu koricowym 200 pg/ml. W celu przeprowadzenia wydajnej
lizy komodrkowej ekstrakt byt poddawany sonikacji w sonikatorze Cole Palmer ultrasonic procesor (IL)
z amplitudg 30% i programem pulsacyjnym: 9.9 s ultradZzwiekdéw, 9.9 s przerwy. Liza komodrkowa
przebiegata przez maksymalnie 15 min na lodzie, nie pozwalajac przekroczyé ekstraktowi
temperatury 10 °C. Lize komdrek uznawano za zakoriczong po subiektywnej ocenie zmniejszenia
lepkosci lizatu. Lizat wirowano w temperaturze 4 °C przy 18 500 x g przez 1 h w wiréwce Eppendorf

5810R. Osad odrzucano, a supernatant poddawano dalszym czynnosciom.
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4.2.3. Techniki chromatograficzne
dOtoll oraz hOtoll zostaty oczyszczane w dwuetapowej procedurze chromatograficznej
w temperaturze pokojowej. Pierwszy etap - chromatografia powinowactwa do jonéw metali (IMAC,
ang. immobilized metal affinity chromatography) réznit sie dla dOtoll i hOtol1, natomiast kolejny —
filtracja zelowa, byt wspdlny dla obu wariantéw. Przeptyw buforu na kolumnach byt réwny

0,5 ml/min i nie przekraczat ciSnienia maksymalnego, podanego przez producenta.

4.2.3.1. Chromatografia powinowactwa do jonéw metali (IMAC)

Chromatografia dOtol1

2 ml ztoza TALON Metal Affinity Resin w kolumnie grawitacyjnej ze spiekiem przemywano
5-krotnym nadmiarem wody, a nastepnie 10-krotnym nadmiarem buforu A (Rozdziat 3.6) w celu
zréwnowazenia ztoza. Ztoze inkubowano z klarownym supernatantem pochodzgcym z 1 litra hodowli
bakteryjnej przez 1 h w temperaturze 4-5°C z delikatnym mieszaniem na mieszadle rotacyjnym.
Po inkubacji ztoze wirowano w 4 °C, 500 x g przez 2 min. Supernatant odrzucano, a ztoze TALON
uzywano do wypetnienia pustej kolumny chromatograficznej Tricorn 5/50 (GE Healthcare).
Przygotowang kolumne ze ztozem TALON podtgczano do systemu AKTA Avant (GE Healthcare)
do szybkiej biatkowej chromatografii cieczowej (FPLC, ang. fast protein liquid chromatography)
i przeptukiwano buforem A w celu wyptukania biatek niezwigzanych ze ztozem do czasu
ustabilizowania sie absorbancji przy 280 nm (Azs0) na niskim poziomie. Nastepnie, w celu pozbycia sie
biatek niespecyficznie zwigzanych, kolumne ptukano 10% gradientem buforu B w buforze A,
automatycznie mieszanym przez system. Po ustabilizowaniu sie A.so, biatka zwigzane z kolumna
eluowano buforem B. Frakcje z poszczegdlnych etapdw oczyszczania pobierano do analizy SDS-PAGE.

Biatka w buforze B zageszczano i bezposrednio przystepowano do dalszych etapdéw oczyszczania.
Chromatografia hOtol1

W przypadku homologa ludzkiego, procedura chromatografii powinowactwa zostata
przeprowadzona z uzyciem ztoza Ni-NTA His-Bind Resin. 1 ml ztoza Ni-NTA przeptukano na kolumnie
grawitacyjnej ze spiekiem 5-krotnym nadmiarem wody, a nastepnie 10-krotnym nadmiarem buforu A
z dodatkiem imidazolu, w stezeniu koicowym 5 mM. Ztoze inkubowano w 4 °C z delikatnym
mieszaniem przez 30 min, a nastepnie wirowano w 4 °C, 500 x g przez 2 min. Supernatant odrzucano,
a ztoze przenoszono do kolumny Tricorn 5/50. Tak przygotowang kolumne podtgczana do systemu
AKTA Avant i ptukano buforem A, az do spadku Azso. Nastepnie, 1 ml ztoza ptukano gradientem
liniowym NaCl (od buforu C do buforu D) przez 20 min. W celu elucji biatka docelowego, kolumne
ptukano buforem B. Tak, jak w przypadku IMAC dOtoll, frakcje z poszczegdlnych etapow
oczyszczania pobierano do analizy, a prébka hOtoll po pierwszym etapie w buforze B zageszczano

i poddawano bezposrednio dalszej procedurze.
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4.2.3.2. Filtracja Zzelowa

Kontynuacja pierwszego etapu oczyszczania jest wspdlna dla obydwu biatek. W celu pozbycia
sie agregatow i wiekszych czasteczek, biatka zageszczane na filtrze molekularnym Amicon Ultra
0,5 molecular weight cutoff (MWCO) 30 kDa wirowano w 4 °C przy 20 000 x g przez 10 min. Biatka,
w objetosci 500 pl, nastrzykiwano na kolumne Superdex200 Increase 10/300 (Ge Healthcare)
podtagczong do systemu AKTA Avant. Kolumna zostata wczesniej ptukana jedng objetoscig
odgazowanej wody, a nastepnie zréwnowazona buforem E. Rozdziat chromatograficzny
przeprowadzany byt przy przeptywnie 0,5 ml/min. Zebrane frakcje, w ktérych znajdowaty sie
docelowe biatka tgczono, ponownie zageszczano i nastrzykiwano na kolumne HiTrap Desalting
(GE Healthcare) zrownowazong buforem F. Biatka w buforze F dzielono na mniejsze objetosci

i przechowywano w -80 °C do badan.

Jakos¢ preparatow byta sprawdzana z uzyciem SDS-PAGE po kazdej preparacji.

4.3. Analizy bioinformatyczne

Analizy in silico zostaty przeprowadzone dla sekwencji otoliny-1 z Danio rerio i Homo sapiens,
zdeponowanych w bazie UniProt pod identyfikatorami A5PN28 i A6NHNO. Poréwnanie sekwencji
aminokwasowych biatek zostato wykonane w programie Clustal Omega (Sievers et al., 2011)
z ustawieniami domyslnymi. Wynik pordéwnania sekwencji postuzyt wyznaczeniu stopnia
podobienstwa i identycznosci biatek w narzedziu Ident and Sim (Stothard, 2000). Sktad
aminokwasowy byt analizowany z uzyciem programu Composition Profiler w odniesieniu do bazy
danych SwissProt 51 (Vacic et al., 2007). Baza danych biatek kolagenowych sktadata sie z 75 biatek
o numerach: A2AX52, A6NMZ7, A8TX70, 075636, 088207, P02452, P02453, P02454, P02457,
P02458, P02459, P02461, P02462, P02463, P02465, P02466, P02467, P05539, P05997, P08120,
P08121, P08122, P08123, P08572, P11087, P12107, P12108, P12109, P12110, P12111, P13942,
P20849, P20908, P20909, P25067, P25940, P27658, P28481, P29400, P39060, P53420, Q00780,
Q01149, Q01955, Q02388, Q02788, Q03692, Q04857, Q05707, Q07092, Q14031, Q14050, Q14055,
Q14993, Q17RW2, Q28084, Q3U962, Q5TAT6, Q61245, Q63870, Q75IB2, Q80X19, Q8BLX7, Q8CGOS,
Q8IZC6, Q96A83, Q96CGS8, Q99715, Q9IBXSO, Q9JI03, Q9P218, Q9QZRI, Q9QZS0, Q9XSI7, QIY215
w bazie UniProt. Wykres zaleznosci sredniego tadunku netto od s$redniej hydrofobowosci zostat

wykonany z uzyciem programu PONDR (Xue et al., 2010).

Wszystkie parametry biatek, takie jak teoretyczna masa czgsteczkowa, teoretyczny punkt
izoelektryczny, czy wspdtczynnik ekstynkcji zostaty wyznaczone w programie ProtParam

na podstawie sekwencji aminokwasowej biatka (Gasteiger, 2005).
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4.4. Wyznaczanie masy czgsteczkowej biatek z uzyciem spektrometrii mas

W celu wyznaczenia masy czgsteczkowej dOtoll oraz hOtoll przeprowadzono pomiar masy
z wykorzystaniem spektrometru z jonizacjg typu elektrospray i hybrydowym analizatorem typu

kwadrupol-czasu przelotu (ESI-QTOF, ang. electrospray ionisation — quadrupole time of flight).

Prébke biatka o masie ok. 100 upg poddawano odsoleniu z uzyciem chromatografii
odwréconej fazy (RPC, ang. reverse phase chromatography). Kolumne chromatograficzng Resource
RPC (GE Healthcare) ptukano 10-krotnym nadmiarem buforu RPC B (Rozdziat 3.6) celem usuniecia
ewentualnych zanieczyszczen, a nastepnie réwnowazono buforem RPC A. 100 pl roztworu
nastrzykiwano na kolumne i eluowano gradientem liniowym buforu RCP B w buforze RCP A w czasie

15 min w przeptywie 1 ml/min. Otrzymany preparat poddawano liofilizacji.

Do pomiaru masy z uzyciem spektrometru Synapt G2 (Waters) pobierano okoto 1 pg
preparatu. Rozpuszczong probke nastrzykiwano na kolumne Waters ACQUITY ultra-performance
liguid chromatography (UPLC) Protein C4, 300A, 1,7 um, 1 mm x 50 mm i rodzielano przy przeptywie
0,1 ml/min. Biatka poddane jonizacji ESI zostaty zmierzone w trybie jondw dodatnich z uzyciem
nastepujgcych parametrow: napiecie na kapilarze — 2,5 kV, napiecie stozka prébkowania - 30 V,
napiecie stozka rozdzielajgcego - 5 V, przeptyw gazu suszgcego - 650 |/godz. o temperaturze 150 °C.
Pomiary wykonywano w Laboratorium Spektrometrii Mas, Instytutu Biochemii i Biofizyki Polskiej

Akademii Nauk w Warszawie.

4.5. Techniki spektroskopowe uzyte przy analizie wiasciwosci dOtol1 i hOtoll
4.5.1. Spektroskopia dichroizmu kotowego
Widma dichroizmu kotowego (CD, ang. circular dichroism) zostaty zarejestrowane z uzyciem
spektropolarymetru Jasco J-815 z przystawka termostatujgcg Jasco Peltier (CDF-426S/15) w celu
utrzymania statej temperatury 20 °C. W zaleznosci od eksperymentu, widma byty rejestrowane
w buforze F, buforze EDTA lub buforze Ca?* o stezeniu jonéw wapnia 0,1, 1,0, 10,0 lub 100,0 mM
(Rozdziat 3.6).

Pomiary widm CD w dalekim ultrafiolecie zostaty wykonane dla prébek dOtoll lub hOtoll
o stezeniu 10 uM w kuwetach kwarcowych Suprasil, 100-0S (Hellma Analytics) o drodze optycznej
wynoszgcej 1 mm. Widma zostaty zarejestrowane w zakresie 260 nm - 200 nm z szybkoscig

skanowania 50 nm/min.

Pomiary CD w bliskim ultrafiolecie zostaty wykonane dla biatek o stezeniu 40 uM w kuwecie
kwarcowej Suprasil, 105.202-QS (Hellma Analytics) o drodze optycznej 10 mm. Widma zostaty

zarejestrowane w zakresie 330 nm - 245 nm z szybkoscig skanowania 20 nm/min.
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Kazde widmo zostato zarejestrowane w trzech powtdrzeniach, a na kazde z powtdrzen
sktadaty sie trzy akumulacje w czasie pomiaru. Dla kazdej prébek i zostato rowniez zarejestrowane
widmo odpowiedniego buforu, ktére nastepnie odejmowano od widm biatek. W trakcie analizy
widma wyrazone w jednostkach eliptycznosci zostaty przekonwertowane na jednostki molowej
resztowej eliptycznosci (Kelly et al., 2005). Widma uzyskane w dalekim ultrafiolecie zostaty poddane
dekonwolucji w programie CDNN 2.1 celem oszacowania zawartosci struktur drugorzedowych

(Bohm et al., 1992).

4.5.2. Pomiary emisji wewnetrznej fluorescencji biatek
Emisja fluorescencji reszt tryptofanylowych zostata zarejestrowana z uzyciem
spektrofluorymetru Fluorolog-3 (HORIBA Jobin Yvon Inc.) w temperaturze pokojowej dla biatek
o stezeniu 2 uM w buforze EDTA lub buforze Ca?* (Rozdziat 3.6) o stezeniu jonéw wapnia réGwnym
1,0, 10,0 oraz 100,0 mM. Pomiary byly prowadzone w kuwecie kwarcowej Suprasil 105.250-QS
(Hellma Analytics). Fluorescencja byta wzbudzana falg o dtugosci 295 nm, a widma emisji byty
zbierane w zakresie 310 nm — 410 nm. Kazde z widm zostato zarejestrowane w trzech powtérzeniach

i skorygowane o sygnat pochodzacy z buforéw. Przedstawione widma zostaty znormalizowane.

4.5.3. Pomiary fluorescencji z uzyciem sondy ANS

Sonda rejonow hydrofobowych biatek ANS (kwas 8-anilinonaftaleno-1-sulfonowy) zostata
przygotowana przez rozpuszczenie w buforze F, a jej stezenie okreslano na podstawie pomiaru
spektrofotometrycznego z uzyciem molarnego wspétczynnika ekstynkcji €ans (351 nm) = 6240 M1cm™
(Ferguson et al., 1975). Prébki biatek o stezeniu 2 uM zostaty przygotowane w buforach EDTA lub
Ca”* (Rozdziat 3.6) z dodatkiem ANS o stezeniu koricowym 75 uM i inkubowane przez 1 godz.
w temperaturze pokojowej. Widma emisji ANS zostaty zarejestrowane z uzyciem spektrofluorymetru
Fluorolog-3 (HORIBA Jobin Yvon Inc.) po wzbudzeniu falg o dtugosci 351 nm w zakresie

400 nm — 650 nm. Kazdy z pomiaréw zostat powtdrzony trzykrotnie.

4.5.4. Pomiary anizotropii fluorescencji
dOtoll oraz hOtoll zostaty znakowane fluorescencyjnie z uzyciem estru ATTO-488 NHS
(Rozdziat 4.1). Stopien znakowania biatka (DOL, ang. degree of labelling), bedacy stosunkiem ilosci
czasteczek znacznika przypadajacych na czgsteczke biatka, zostat wyznaczony w oparciu o pomiary
absorpcji (Aso i Amax) | Wyznaczony z Réwnania 1. uwzglednieniem wspotczynnikdw ekstynkcji biatek
(€prot) (Rozdziat 4.14.1), wspodtczynnika dla ATTO-488 NHS (ema) réwnego 90000 Mcm™

i wspotczynnika korekcyjnego (CF, ang. correction factor) réwnego 0,09.

DOL = Amax* Eprot (1)

(A280—Amax*CF)*emax

Wspdtczynniki DOL wynosity 5,21 dla dOtoll oraz 3,36 dla hOtol1.
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Pomiary anizotropii fluorescencji (r) dOtoll i hOtoll w buforze EDTA lub Ca?* o stezeniu
jonébw wapnia réwnym 0,1, 1,0, 10,0 i 100,0 mM (Rozdziat 3.6) zostaly wykonane
na spektrofluorymetrze Jasco FP-8300 w kuwetach kwarcowych Suprasil 105.250-QS (Hellma
Analytics) w temperaturze 25 °C. W badaniach uzyto Swiatto spolaryzowane o dtugosci fali 501 nm

do wzbudzenia fluorescencji, natomiast wartosci r byty rejestrowane przy 525 nm.

4.5.5. Skaningowa fluorymetria réznicowa

Przebieg denaturacji termicznej dOtoll oraz hOtoll zostat zarejestrowany z uzyciem aparatu
Prometheus NT.48 (NanoTemper) w kapilarach nanoDSF Grade Standard Capillaries (NanoTemper).
Probki biatek o stezeniu 4 uM w buforach EDTA lub Ca** (Rozdziat 3.6) o stezeniach jonéw wapnia
rownych 0,1, 1,0, 10,0 i 100,0 mM zostaty umieszczone w kapilarach, ktére nastepnie zostaty
hermetycznie zaklejone na koncach. Przebieg denaturacji termicznej byt monitorowany jako
zmieniajgcy sie stosunek wartosci intensywnosci wewnetrznej fluorescencji biatek rejestrowanej przy
350 nm do wartosci przy 330 nm. W trakcie eksperymentu prébki ogrzewano od temperatury 20 °C
do 110 °C z postepem wynoszagcym 1 °C/min. Kazdy pomiar byt usredniany z trzech pomiardéw.
Temperatura przejscia byta wyznaczana na podstawie wartosci minimum lokalnego pierwszej

pochodnej krzywej denaturacji.

4.6. Pomiary parametréw hydrodynamicznych do analizy wtasciwosci dOtoll
i hOtoll
4.6.1. Szybkosciowe ultrawirowanie analityczne
Eksperymenty szybkosciowego ultrawirowania analitycznego (SV-AUC, ang. sedimentation
velocity ultracentrifugation) zostaty przeprowadzone w ultrawiréwce Beckman Coulter Proteomelab
XLl (Beckman Coulter Inc.) z rotorem AN-60 Ti w temperaturze 20 °C w kuwetach dwukanatowych
z wypetnieniem weglowym z okienkami kwarcowymi Epon. Eksperyment byt przeprowadzany
dla probek dOtoll i hOtoll w buforze F w warunkach redukujacych (z dodatkiem 2mM
2-merkaptoetanolu) oraz w buforach EDTA i Ca% o stezeniu jondw wapnia réwnym 10 mM (Rozdziat
3.6). Pomiary wykonywano w trzech powtdrzeniach dla stezer 0,2 mg/ml, 0,5 mg/ml oraz 1,0 mg/ml
po trzech godzinach inkubacji w 20 °C przy 42000 obrotach na min (przyspieszenie okoto 142000 x g),
a dane zbierano dla absorbancji mierzonej przy 280 nm przez caty czas trwania eksperymentu,
a nastepnie analizowano w programie SEDFIT (https://sedfitsedphat.github.io/sedfit.htm, dostep
12/19/2021) (Schuck, 2000) dla modelu rozktadu wspdtczynnika sedymentacji c(S) poprzez
dopasowanie 300 wspotczynnikéw sedymentacji dla wartosci w zakresie od 0 do 30 S. Parametry
dotyczace uktadu niezbedne do obliczen, takie jak gesto$¢ oraz lepkos¢ dynamiczng bufordw,
obliczono przy uzyciu programu SENDTERP ( http://www.jphilo.mailway.com/download.htm, dostep
12/19/2021) (Laue, 1992). W wyniku przeprowadzonych analiz wyznaczano wspotczynniki
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sedymentacji  (S), wspodtczynniki  sedymentacji skorygowane na wode (S, ;0), stosunek
wspotczynnikow tarcia (f/fo) oraz masy czasteczkowe (MWsy). Jako$¢ otrzymanych dopasowan zostata
zatwierdzona na podstawie wartosci $Sredniej kwadratowej btedu (RMSD, ang. root mean square
deviation). Eksperyment zostat wykonany we wspodtpracy z dr inz. Rafatem Hotubowiczem

z Katedry Biochemii, Biologii Molekularnej i Biotechnologii Politechniki Wroctawskiej.

4.6.2. Dynamiczne rozpraszanie swiatta

Badanie dynamicznego rozpraszania Swiatta (DLS, ang. dynamic light scattering) przez dOtoll
i hOtoll prowadzono z uzyciem urzadzenia Prometheus Panta (NanoTemper) w kapilarach
Prometheus NT.48 Series nanoDSF Grade High Sensivity Capilaries w 20 °C przy ustawieniach 100%
mocy $wiatta lasera i 30% mocy wzbudzenia. Prébki dOtoll oraz hOtoll o stezeniach 0,17 mg/ml,
0,5 mg/ml oraz 1,0 mg/ml zostaty sporzadzone w buforze EDTA lub Ca?* o stezeniu réwnym 10 mM
(Rozdziat 3.6). Przed pomiarem prébki wirowano przy przy$pieszeniu 20000 x g przez 10 min
i niezwlocznie umieszczano w kapilarach pomiarowych. Kazdy pomiar zostat wykonany

w pieciokrotnym powtdrzeniu i analizowany programem PR. Panda Control (NanoTemper).

4.6.3. Analityczne sqczenie molekularne

Analityczne saczenie molekularne (aSEC, ang. analytical size exclusion chromatography)
przeprowadzono z uzyciem kolumny chromatograficznej Superdex200 Increase 10/30
(GE Healthcare) podtaczonej do systemu chromatograficznego AKTA Avant (GE Healthcare)
dla prébek dOtol1 i hOtoll o stezeniach 0,5 mg/ml o objetosci naniesionej na kolumne réwnej 200 pl
w buforze E (Rozdziat 3.6) z dodatkiem EDTA lub CaCl; o stezeniu koncowym 10 mM. Kolumne
chromatograficzng rownowazono buforem E z dodatkiem EDTA lub CaCl,. Szybkosé przeptywu buforu
przez kolumne zostata ustawiona na 0,5 ml/min, profil elucji biatek byt rejestrowany poprzez pomiar
absorbancji przy dtugosci fali 280 nm. Objetos¢ zerowa kolumny (Vo) zostata wyznaczona z uzyciem
dekstranu z kowalencyjnie dotgczonym barwnikiem Cibaron Blue (Blue Dextran) z zestawu Gel

Filtration Marker Kit (Sigma-Aldrich).

4.7. Techniki mikroskopowe uzyte przy analizie dOtoll i hOtoll

4.7.1. Transmisyjna mikroskopia elektronowa z barwieniem negatywowym
Prébki dOtoll i hOtoll w buforze 10 mM Tris, 300 mM NaCl (pH 7,8) lub buforze PBS
po sieciowaniu BS® nanoszono na miedziang siatke (Maxtaform Cu/Rh HR26) do transmisyjnej
mikroskopii elektronowej z kontrastowaniem negatywowym (NS-TEM, ang. negative staining
transmission electron microscopy), ktéra wczesniej zostata potraktowana plazmg przez 20 sekund.
Biatka znajdujace sie na siatkach zostaty kontrastowane 2% (w/v) roztworem octanu uranylu.

Obrazowanie przeprowadzono w mikroskopie JEM 1200 przy 100 kV, a wyniki analizowano
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w programie Imagel (Schneider et al., 2012). Obrazowania NS-TEM zostaty wykonane jako etap

poprzedzajgcy eksperymenty wykorzystujgce mikroskopie krioelektronowsa.

4.7.2. Mikroskopia krioelektronowa

Eksperymenty obrazowania zostaty przeprowadzone wstepnie w Centrum Nowych
Technologii Uniwersytetu Warszawskiego przy pomocy mikroskopu elektronowego Glacios 200 kV
(Thermo Fisher Scientific) w warunkach kriogenicznych, a nastepnie w Narodowym Centrum
Promieniowania Synchrotronowego SOLARIS w Krakowie na podstawie wniosku o przyznanie czasu
badawczego otrzymanego we wspétpracy z dr. inz. Mariuszem Czarnockim-Cieciurg z Laboratorium
Struktury Biatka Miedzynarodowego Instytutu Biologii Molekularnej i Komérkowej w Warszawie.
Pomiary w centrum SOLARIS zostaty zrealizowane przy uzyciu mikroskopu elektronowego Titan Krios

G3i (Thermo Fisher Scientific).

Prébki dOtoll oraz hOtoll o stezeniu 1,1 mg/ml znajdowaty sie w buforze 10 mM Tris
(pH 7,8), 300 MM NaCl lub w PBS po sieciowaniu BS3. Siatke Quantifoil R2/1 traktowano plazma przez
80 sekund, a nastepnie witryfikowano w urzgdzeniu Vitrobot z czasem blottingu 4s. Przygotowane
siatki sprawdzono w mikroskopie Glacios 200 kV (Thermo Fisher Scientific) wyposazonym w kamere
Falcon 3EC. Wybrane siatki postuzyty do rejestrowania danych z uzyciem mikroskopu Titan Krios G3i
(Thermo Fisher Scientific) wyposazonego w kamere Gatan K3 z filtrem energii BioQuantum.
Catkowita dawka elektronéw przypadajaca na probke wynosita 40 e/A% Prébke obrazowano
w powiekszeniu 105000x, w defokusie wynoszacym -2.1, -1.8, -1.5, -1.2, -0.9 um. Obrazy
rejestrowano w trybie automatycznym. Do analizy obrazéw wykorzystano programy RELION (wersja

3.1.2-commit-0e9e83) oraz cryoSPARC (v3.3.2).

4.8. Sieciowanie chemiczne

Eksperyment sieciowania chemicznego dOtoll i hOtoll przeprowadzano w buforze A
(Rozdziat 3.6) z uzyciem odczynnika BS® (suberynian bis-sulfosukcynimidanu), o stezeniu wyjsciowym

BS® 2,5 mM réwniez w buforze A.

Reakcje w objetosci 200 pl prowadzono w temperaturze pokojowej przy 15- oraz
30-molowym nadmiarze czynnika sieciujgcego do biatka (200 pg na reakcje). Z reakcji pobierano
probki o objetosci 50 ul (zawierajgce 50 ug biatka) w odstepach czasowych: 1 min, 2,5 min, 5 min
oraz 10 min, nastepnie przenoszac je do roztworu 1 M Tris (2,5 ul, do stezenia koricowego réwnego
50 mM) w celu zahamowania reakcji. Prébke kontrolng stanowit roztwor biatka przed dodaniem
czynnika sieciujgcego, tj. 50 pl zawierajgcego dOtoll lub hOtoll o masie 50 pg w buforze A
z dodatkiem 2,5 pl 1 M roztworu Tris. Po zakonczeniu reakcji, probki analizowano poprzez SDS-PAGE
(Rozdziat 4.1) w zelu 4%-7% przy 100 V oraz przez Western blotting (Rozdziat 4.1) z uzyciem btony

z polifluorku winylidenu (PVDF). Transfer prowadzony byt przy 10 V przez 75 min.
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Biatka i ich sieciowane pochodne wykrywano poprzez inkubacje z przeciwciatami pierwszorzedowymi
anty-His (rozcienczenie 2000 w buforze TN), nastepnie drugorzedowymi HAMPO (rozciericzenie 2000
w buforze TNT) i reakcje chemiluminescencyjng z uzyciem odczynnika Pierce ECL

(Rozdziat 3.1 oraz 3.6).

4.9. Test aktywnosci biomineralizacyjnej in vitro dOtol1 i hOtol1

Badania nad aktywnoscig biomieralizacyjng dOtoll oraz hOtoll byty prowadzone z uzyciem
metody powolnej dyfuzji (Silverman, Boskey, 2004; Wojtas et al.,, 2012). Na Rysunku 10.
przedstawiono schemat uzywanego uktadu. Okragte szkietka o $rednicy 5 mm (o grubosci 0,13 - 0,17
mm, CE Knittel Glaser) umieszczano w centralnie potozonych studzienkach w ptytce 96-dotkowej
do hodowli komdrkowych Nunclon (Sigma-Aldrich) (Rysunek 10A). Nastepnie dodawano mieszanine
mineralizacyjng w objetosci 300 ul, w sktad ktdrej wchodzity: dOtoll1 lub hOtoll o stezeniu koricowym
30 pg/ml, 150 pg/ml lub 300 pg/ml; bufor F (Rozdziat 3.6) uzupetniany do 14% objetosci mieszaniny
po dodaniu roztwordéw biatek; roztwér wodny CaCl; o stezeniu koncowym 2 mM, 10 mM lub 25 mM,
oraz woda do uzyskania objetosci koricowej. Dla eksperymentdw majacych na celu badanie lokalizacji
dOtol1 i hOtoll w krysztatach dodawano biatka znakowane znacznikiem ATTO-488 NHS (Rozdziat 4.1)
w stezeniu koricowym 200 nM, odejmujac ich objeto$é od uzywanej objetosci buforu F. Kontrole
stanowity roztwory pozbawione biatek, uzupetnione buforem F. W przypadku kontroli
dla eksperymentéw z wykorzystaniem biatek znakowanych, dodawano tylko wodny roztwér ATTO-

488 NHS o stezeniu koricowym 250 nM.

Nastepnie dodawano po 0,25 g NH4,HCO; do czterech podstawek i umieszczano je na linii
czterech przeciwstawnych krawedzi ptytki (Rysunek 10C). W czterech rogach ptytki ustawiono
plastikowe podstawki celem utworzenia podpory dla pokrywy ptytki. Po umieszczeniu pokrywy,
gorng i dolng czes¢ ptytki scalano folig Parafilm izolujac uktad od otoczenia. Podczas rozktadania
sie NH4HCO; uwalniane sg jony COs%, ktére w zamknietej przestrzeni powoli dyfundujg do roztworu
mineralizacyjnego, dzieki czemu powstajg krysztaty CaCO; (Rysunek 10B). Standardowo eksperyment
przeprowadzany byt w 20 °C przez 24 godz. lub dla eksperymentéw czasowych przez 2,5, 6 i 8 godz.
Po uptywie czasu usuwano pozostatosé mieszaniny reakcyjnej, a krysztaty przyczepione do szkietka

przeptukiwano wodg a nastepnie suszono w temperaturze pokojowej.
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Rysunek 10. Schemat uktadu eksperymentalnego systemu powolnej dyfuzji. Ptytka 96-dotkowa (A) byta wypetniana
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roztworem mineralizacyjnym (B), a pozostate elementu uktadu byty izolowane przez potaczenie nakrywki z ptytka folig

Parafilm (C). Na podstawie: (Wojtas et al., 2012)

4.10. Techniki mikroskopowe uzyte do analizy biomineratéw oraz otolitéw
4.10.1. Mikroskopia swietlna i fluorescencyjna
Podstawowg technike obserwacji i oceny krysztatéw weglanu wapnia stanowita mikroskopia
Swietlna jasnego pola (BF, ang. bright field) oraz fluorescencyjna, z uzyciem mikroskopu Carl Zeiss
Axio Observer 7 wyposazonego w kamere Axiocam 305. Krysztaty byty obserwowane przy pomocy
obiektywu LD Plan-Neofluar 20x. Fluorescencja wzbudzana byta swiattem o dtugosci fali 500 nm
pochodzacym z lampy HXP 120V, natomiast emisja byta rejestrowana dla 525 nm. Obrazy byty

analizowane z uzyciem oprogramowania ZEN 3.1 (Carl Zeiss).

4.10.2. Skaningowa mikroskopia elektronowa
Krysztaty weglanu wapnia znajdujgce sie na szkietku pokrywane byly warstwg platyny
o grubosci 20 nm. Nastepnie byty obrazowane z uzyciem skaningowego mikroskopu elektronowego
(SEM, ang, scanning electron microscope) Philips/FEI XL-20 z napieciem przyspieszajgcym 25 kV
i odlegtoscig roboczg wynoszacg 34 mm. Obrazy analizowano w programie Imagel i na ich postawie
szacowano ilo$¢ krysztatéw przypadajacg na 1 mm? szkietka i wielko$é reprezentatywnych krysztatow.
Obrazowanie przeprowadzone zostato we wspotpracy z prof. Jarostawem Stolarskim z Instytutu

Paleobiologii Polskiej Akademii Nauk w Warszawie.

Otolity karpia pokrywano warstwg ztota. Ich powierzchnie obrazowano z uzyciem
mikroskopu SEM Tescan Vega-3 sprzezonego z systemem TEAM EDS Analysis (Coherent Scientific).
Zdjecia wykonywano przy napieciu przyspieszajgcym 20 kV i odlegtosci roboczej 34,5 mm
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lub napieciu 10 kV i odlegtosci roboczej w zakresie 25-27 mm dla przyblizen powierzchni. Procentowy
sktad pierwiastkowy (wagowy) otolitow szacowano przy pomocy spektroskopii z dyspersjg energii
(EDS, ang. energy dispersive spectroscopy) w trakcie obrazowania. Dla kazdego z analizowanych
otolitow wykonywano trzy pomiary przy ustawieniach napiecia przyspieszajgcego 20 kV
i identycznego kata odbioru: 49,86°. Pomiary wykonano podczas stazu naukowego w Departamencie

Nauk o Atmosferze i Oceanie Uniwersytetu Kalifornijskiego pod opieka dr Jeany Drake.

4.10.3. Mikroskopia konfokalna
Obserwacje dystrybucji fluorescencyjnie znakowanej dOtoll Ilub hOtoll w krysztatach
weglanu wapnia prowadzono z uzyciem mikroskopii konfokalnej (CLSM, ang. confocal laser scanning
microscopy) w Katedrze Chemii Biologicznej i Bioobrazowania Politechniki Wroctawskiej. Krysztaty
obserwowano na mikroskopie Leica TCS SP8 wyposazonym w obiektyw HC PL APO CS 40x/0,85.
Fluorescencje wzbudzano $wiattem lasera OPSL o dfugosci fali 488 nm o intensywnosci 0,5%,
natomiast emisje rejestrowano przy 552 nm. Otrzymane obrazy analizowano w programie LAS X

3.5.2.18963.

4.10.4. Mikroskopia fluorescencyjna wzbudzana dwufotonowo

Podobnie jak w przypadku CLSM, obserwacje fluorescencyjnie znakowanej dOtol1l i hOtoll
w krysztatach weglanu wapnia prowadzone byty z uzyciem mikroskopii fluorescencyjnej wzbudzane;j
dwufotonowo (2PEFM, ang. two-photon excited fluorescence microscopy) z uzyciem mikroskopu
Nikon Elipse Ti-U potaczonym z laserem Sapphire (Chameleon, Coherent Inc.) zdolnym do emisji
okoto 100 fs impulséw o czestotliwosci 80 MHz. Wigzka lasera wzbudzajgcego zostata nakierowana
na prébke przy pomocy obiektywu Nikon Planar Fluor 40x/0,7, ktory postuzyt réwniez
do rejestrowania emisji fluorescencji, ktéra byta wykrywana z uzyciem fotodiod lawinowych IDQ
id100. Na mapy intensywnosci fluorescencji sktadaty sie skany rastrowe prébek zamontowanych
na piezoelektrycznym stoliku XYZ. Fluorescencja byta wzbudzana przy 800 nm, natomiast emisja
rejestrowana w przedziale 400-700 nm. Obrazowanie zostato wykonane we wspotpracy
z mgr inz. Dominikg Benkowska-Biernackg z Instytutu Materiatdw Zaawansowanych Wydziatu

Chemicznego Politechniki Wroctawskiej.

4.10.5. Spektroskopia mikro-Ramanowska
Widma Ramana krysztatbw weglanu wapnia rejestrowano z uzyciem spektroskopu
mikro-ramanowskiego InVia sprzezonego z mikroskopem konfokalnym Leica DM2500 (Renishaw).
Pomiary byly rejestrowane w przedziale od 100 do 1300 cm™® po wzbudzeniu $wiattem lasera
argonowego o dtugosci fali 488 nm. Pomiary zostaty wykonane we wspodtpracy z dr hab. Maciejem
Ptakiem z Instytutu Niskich Temperatur i Badan Strukturalnych Polskiej Akademii Nauk

we Wroctawiu.
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4.11. Analiza proteomu i identyfikacja biatek otolitéw

4.11.1. Preparacja macierzy organicznej otolitow
Przedstawione postepowanie byto jednakowe dla otolitéw Cyprinus carpio oraz kopalnych
otolitdw Gadiculus argenteus. Do oczyszczania uzyto okoto 900 mg otolitéw karpia zwyczajnego i

okoto 230 mg otolitéw Slepiora (Rozdziat 3.4).

Pierwszym etapem prac byto oczyszczenie otolitéw z zanieczyszczen zewnetrznych,
m.in. pozostatosci tkanek oraz obcych biatek. W tym celu uzywano zmodyfikowanej metody opisanej
przez Stoll i wsp., (2001), polegajgcej na czyszczeniu biomineratow roztworem podchlorynu sodu
i nadtlenku wodoru. Do probowek zawierajgcych otolity dodawano w pierwszej kolejnosci 1,5% (v/v)
roztwor podchlorynu sodu, nastepnie wkraplano 30% (v/v) roztwér nadtlenku wodoru. Prébki
inkubowano godzine w temperaturze pokojowej na kotysce, nastepnie usuwano roztwér, a otolity
ptukano woda. Czynno$é powtarzano trzykrotnie, po czym otolity pozostawiano do wyschniecia.
Suche otolity rozdrabniano w mozdzierzu i ponownie czyszczono z uzyciem podchlorynu sodu
i nadtlenku wodoru. Ze wzgledu na rozdrobnienie materiatu po kazdym z etapow prébki wirowano
przy 10 000 xg przez 3 min, usuwano supernatant i analogicznie ptukano wodg. Oczyszczony proszek
zostawiano do wyschniecia. Z kazdego etapu oczyszczania pobierano jeden otolit Cyprinus carpio
do obrazowania SEM oraz oszacowania sktadu pierwiastkowego powierzchni z uzyciem

EDS, jako wyznacznika usuniecia biatek z powierzchni otolitu.

Czes¢ mineralng otolitdw usuwano poprzez dekalcyfikacje z uzyciem 0,5 M roztworu kwasu
octowego. Do proszku dodawano kwas octowy porcjami o objetosci 2-5 ml i pozostawiano
do przereagowania. Gdy z roztworu przestat uwalnia¢ sie ditlenek wegla (brak pecherzykéw gazu),
probki wirowano przez 5 min przy 10 000 xg, supernatant przenoszono do Swiezej probowki,
a pozostaty osad ponownie rozpuszczano kwasem octowym. Czynnosci te powtarzano,

az do momentu dodana porcji kwasu octowego, po ktérej pozostaty osad nie dawat oznak reakg;ji.

Prébke z supernatantem zageszczano do objetosci 500 ul z uzyciem koncentratoréw Amicon
Ultra lub Pall Corporation nieprzepuszczalnych dla czgsteczek o masie molekularnej powyzej 3 kDa,
nastepnie rozciericzano wodg do 5 ml, ponownie zageszczano i przenoszono do prébdéwki, w ktorej
biatka wytrgcano stezonym acetonem schtodzonym w -20 °C w 5-krotnym nadmiarze objetosciowym.
Prébki inkubowano godzine w -20 °C, nastepnie wirowano przez 30 min w temperaturze 4 °C przy
16 000 x g. Osad pozostaty po dekalcyfikacji otolitéw ptukano 2 ml 80% (v/v) roztworu acetonu
schfodzonego do -20 °C. Prébke osadu z acetonem réwniez inkubowano godzine w -20 °C,
a nastepnie wirowano przez 30 min w 4 °C przy 16 000 xg. Supernatant odrzucano, a préobke ptukano

powtdrnie.
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Frakcje biatek macierzy otolitycznej rozpuszczalnych w kwasie octowym (supernatant, sup)
oraz frakcje nierozpuszczalng (osad) poddawano dodatkowej liofilizacji celem usuniecia pozostatosci
rozpuszczalnikédw. Z otrzymanych preparatéw pobierano niewielky ilos¢ liofilizatu do analizy

SDS-PAGE w zelu 4%-10% (Rozdziat 4.1). Zel barwiono srebrem (AgNOs) (Rozdziat 4.1).

W celu unikniecia zanieczyszczenia prébek, nigdy nie pracowano w tym samym czasie
z otolitami Cyprinus carpio i Gadiculus argenteus. Do pracy uzywano kazdorazowo swiezych
odczynnikéw, rézinych zestawdw pipet, mozdzierzy i produktéw zuzywalnych, réznych $rodkéw
ochrony osobistej, a prace wykonywano pod laminarem. Cze$¢ badan przeprowadzono podczas stazu
naukowego w Departamencie Nauk o Atmosferze i Oceanie Uniwersytetu Kalifornijskiego pod opieka

dr Jeany Drake.

4.11.2. Tandemowa spektrometria mas
Identyfikacja biatek macierzy organicznej otolitéw zostata przeprowadzona w Laboratorium
Spektrometrii Mas Polskiej Akademii Nauk w Warszawie. Wyizolowane sktadniki macierzy
organicznej otolitdw Cyprinus carpio oraz okoto 7 pug osadu macierzy otolitéw kopalnych Gadiculus
argenteus poddano identyfikacji z wuzyciem tandemowej spektrometrii mas sprzezonej

z chromatografig cieczowg (LC-MS/MS, ang. liquid chromatography, tandem mass spectrometry).

Prébki byty rozpuszczane w 20% trifluoroetanolu (TFE) w buforze 100 mM wodoroweglanu
amonu (ABC) z uzyciem sonikatora przez 30 min, nastepnie dwukrotnie rozcienczane z uzyciem
buforu ABC, ponownie sonikowane i wytrzgsane 30 min. Mostki disiarczkowe zostaty zredukowane w
obecnosci 5 mM Tris-(2-karboksyetylo) fosfiny (TCEP) przez 1 godz. w 37 °C, a nastepnie prébki
inkubowano przez 10 min w temperaturze pokojowej w obecnosci 15 mM metanotiosulfonianu
metylu (MMTS) i kolejno rozciericzano buforem ABC do stezenia koricowego TFE réwnego 5%.
Nastepnie prébki trawiono 2 pg trypsyny w 37 °C przez noc. Po trawieniu prébki zakwaszano 0.1%

kwasem mrowkowym.

Analizy prowadzono z uzyciem chromatografu Evosep One (Evosep Biosystems) potgczonego
ze spektrometrem mas Orbitrap Exploris 480 (Thermo Fisher Scientific, Bremen, Germany).
40 pl prébek supernatantu, osadu, endolimfy lub 80 pl osadu kopalnego naktadano na jednorazowe
kolumny C18 Evotips (Evosep Biosystems) wedtug zalecen producenta z drobnymi modyfikacjami.
Ztoze aktywowano przy pomocy 25 ul rozpuszczalnika B (0.1% kwasu mréwkowego w acetonitrylu)
poprzez wirowanie przez 1 min przy 600 x g, a nastepnie 2-minutowg inkubacje z izopropanolem. Po
zrownowazeniu ztoza buforem A, prébki umieszczano na ztozu i ponownie ptukano dwukrotnie
100 ul roztworu A i koicowo nakrapiano 200 ul buforu A. Rozdziat chromatograficzny prébek na
kolumnie analitycznej EV1106 (Dr Maisch C18 AQ, Evosep Biosystems) przebiegat przy predkosci

przeptywu 250 nl/min w gradiencie przez 88 min.
56



Metody

Dane zbierano w trybie jonéw dodatnich z ustawieniami: rozdzielczo$¢ MS1 réwna 60 000,
automatyczny maksymalny czas nastrzyku i zakres skanowania od 300 do 1600 m/z; rozdzielczos¢
MS2 15 000, automatyczny maksymalny czas nastrzyku. Wykluczanie dynamiczne zostato ustawione
na 20 s z tolerancjg masy + 10 ppm. Zastosowano fragmentacje typu HCD ze znormalizowang energig
kolizji wynoszgcg 30%. Napiecie rozpylacza wynosito 2.1 kV, poziom radioczestotliwosci dyszy wynosit

40 kHz, a temperatura kapilary 275 °C.

Surowe dane zostaty poczatkowo przeprocesowane z uzyciem oprogramowania Mascot
Distiller (v. 2.4.2.0; Matrix Science), a otrzymane masy peptyddw i widma fragmentacyjne zostaty
przypisane do bazy danych Cyprinus carpio/NCBlprot (118333 sekwencji) dla analiz supernatantu,
osadu i endolimfy oraz gromady promienioptetwych Actinopterygii/NCBlprot (6855345 sekwencji)
dla probki biatek otolitéw kopalnych z uzyciem narzedzia Mascot (Mascot Daemon v. 2.4.0, Mascot
Server v. 2.4.1, oraz Matrix Science). Wyszukiwanie w bazie zostato dostosowane do parametréw:
specyficznos¢ enzymu — trypsyna, tolerancja masy peptydu — 5 ppm, tolerancja masy fragmentu —
0,01 Da. Masa biatka zostata pozostawiona bez ograniczen, a wartosci masy ustawione jako
monoizotopowe z dozwolonymi dwoma miejscami btednego trawienia. Metylacja reszt
cysteinylowych zostata ustawiona jako stata modyfikacja, natomiast utlenianie reszt metioinylowych
jako modyfikacja zmienna. Identyfikacja zostata przeprowadzona z uzyciem wyszukiwarki Mascot
z uzyciem algorytmu opartego o prawdopodobienstwo. Algorytm Decoy Mascot zostat ustawiony
tak, aby wskaznik fatszywie pozytywnej identyfikacji nie przekraczat 1%. Do analizy danych uzyto

narzedzia STRING (Szklarczyk et al., 2019) oraz Clustal Omega (Sievers et al., 2011).
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5. Wyniki
5.1. Analizy bioinformatyczne sekwencji otoliny-1

Sekwencje aminokwasowe otoliny-1 z Danio rerio i Homo sapiens zostaty przeanalizowane
z uzyciem narzedzi bioinformatycznych (Rozdziat 4.3) celem pozyskania podstawowych informacji
na temat biatka. Skupiono sie na analizach sktadu aminokwasowego biatek, struktury oraz

podobienstwa obu biatek.

Sekwencje otoliny-1 z Danio rerio oraz Homo sapiens sg identyczne w 45,4% i podobne
w 56,6% (Rysunek 11C). Szczegdlnie zachowanymi w ewolucji czesciami biatka sg drugi segment

domeny kolagenowej - COL2 oraz C-koricowa domena Clq (Rysunek 6).

Rysunek 11. przedstawia wyniki przeprowadzonych analiz. Na Rysunku 11A zestawiono
wzorce wzbogacenia i zubozenia w reszty aminokwasowe otoliny-1 oraz kolagenéw wzgledem
sekwencji zdeponowanych w bazie SwissPro 51 (Rozdziat 4.3.). Obydwa analizowane homologi
otoliny-1 cechujg sie znaczgco zwiekszong zawartoscig reszt Gly, Pro i Lys oraz spadek wystepowania
His, Arg, GIn i reszt alifatycznych Ala, Leu, Val. W poréwnaniu do analizowanej bazy biatek
kolagenowych, otolina-1 posiada znacznie wiecej reszt Gly oraz Pro, co jest typowe dla tej grupy
biatek (Rysunek 11A). W odniesieniu do kolagendw, obydwa homologi posiadajg zwiekszony udziat
reszt Lys, dla homologa z Homo sapiens — wzbogacenie w reszty Cys, a dla otoliny-1 z Danio rerio —
w reszty Trp. Na podstawie wykresu Uversky’ego otolina-1 jest kwalifikowana do biatek natywnie
sfatdowanych (Rysunek 11B). Dodatkowo, elementem usztywniajgcym struktury trzecio-
i czwartorzedowe obydwu biatek mogg stanowi¢ powtdrzenia reszt Cys w N-terminalnej czesci biatka

(NC-N’) (Dodatek) (Kishore, 2000).

Petnej dtugosci kolageny cechujg sie obecnoscig powtdrzen trzech aminokwaséw: (Gly-X-Y) n,
gdzie w pozycji X najczesciej wystepuje reszta prolilowa, a w Y — hydroksyprolilowa (Brodsky, 2005).
Otolina-1 w obrebie domeny kolagenopodobnej réwniez zawiera ciggi powtérzen (Gly-X-Y) », jednak
na 72 reszty otoliny-1 z Danio rerio przypada 6 tréjek Gly-Pro-Pro oraz 8 trojek, gdzie jedynie
w pozycji X znajduje sie Pro, a w pozycji Y inna reszta. W przypadku homologa ludzkiego
na 75 powtdrzen pojawiajg sie dwa Gly-Pro-Pro oraz 7 posiadajacych jedynie Pro w pozycji X.
Poréwnanie sekwencji aminokwasowych otoliny-1 z Danio rerio i Homo sapiens znajduje sie w

Dodatku.
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Rysunek 11. Analizy bioinformatyczne poréwnujace otoline-1 z Danio rerio i Homo sapiens. (A) wykres kolumnowy
przedstawiajacy wzbogacenie lub zubozenie sekwencji aminokwasowej biatka w dane reszty, w poréwnaniu do bazy danych
kolagendéw. (B) Wykres Uversky’ego, plasujacy otoline-1 w grupie biatek natywnie sfatdowanych. (C) Poréwnanie

podobienstwa i identycznosci otoliny-1 oraz jej domen pomiedzy Danio rerio i Homo sapiens.

5.2.  Otrzymanie preparatow rekombinowanej otoliny-1

Poznanie mechanizméw stojgcych za powstawaniem biomineratéw skupia sie
w szczegblnosci na badaniach biatek zaangazowanych w proces. W przypadku otolitéw i otokonidw,
niewielka ilos¢ macierzy organicznej, a takie ogromna ilos¢ biatek, jest ograniczeniem bardzo
utrudniajgcym prace z biatkami izolowanymi ze Zrédta naturalnego w celu dokonania nawet
podstawowych badan biochemicznych i biofizycznych. Z tego wzgledu w celu dokonania
charakterystyki wtasciwosci molekularnych otoliny-1 z Danio rerio i Homo sapiens postuzono sie
biatkami rekombinowanymi ekspresjonowanymi w komérkach bakteryjnych (Rozdziat 3.2 i 4.2).
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5.2.1. Strategia preparacji dOtol1l oraz hOtoll

Plazmid pQE8OL (Rozdziat 3.2) zostat poddany trawieniu restrykcyjnemu, a nastepnie ligacji
z fragmentem cDNA kodujgcym ludzkg otoline-1 (ldentyfikator UniProt: A6GNHNO) lub z Danio rerio
(Identyfikator UniProt: ASPN28) (Rozdziat 4.1). Poprawnos¢ otrzymanych konstruktéw genetycznych
zostata sprawdzona poprzez sekwencjonowanie (Rozdziat 4.1). Plazmid do ekspresji rekombinowanej
dOtoll Ilub hOtoll =zostat zaprojektowany w sposéb umozliwiajgcy otrzymanie produktu
pozbawionego sekwencji sygnatowej kodujacej 23 aminokwasy z konca-N biatka. Dodatkowo,
ze wzgledu na obrang strategie oczyszczania, biatko zostato uzupetnione na koncu-N w metke
szeSciohistydylowg (6xHis). Schemat otrzymanych biatek zostat przedstawiony na Rysunku 12.
Obecnosc znacznika 6xHis postuzyta do oczyszczania biatka na etapie chromatografii powinowactwa
do jondw metali dwuwartosciowych (IMAC) (Rozdziat 4.2.3.1). Kolejnym etapem byta filtracja zelowa

(Rozdziat 4.2.3.2).

-12 1 466

|

dOtol1 [ exHis | A5PN28 (24-489) |
12 1 453

|

hOtol1 | [__exHis | AGNHNO (24-477) |

Rysunek 12. Schemat otrzymanych biatek rekombinowanych. Liczba 1 oznacza pierwszy aminokwas sekwencji otoliny-1
zdeponowanej w bazie UniProt bez sekwencji sygnatowe;j. Liczby ujemne odnoszg sie do aminokwaséw dodanych,

pochodzacych z wektora ekspresyjnego.

5.2.2. Preparacja dOtoll

Analiza rozpuszczalnosci dOtoll nadekspresjonowanej w komérkach ArcticExpress (Rozdziat
4.2.1) wykazata, ze biatko znajduje sie zarédwno we frakcji biatek rozpuszczalnych
i nierozpuszczalnych. Zoptymalizowana procedura nadekspresji biatka w 16 °C byta wystarczajaca,
aby oczyszczaé je jedynie z frakcji biatek rozpuszczalnych. Supernatant powstaty po dezintegracji
komérek i ich odwirowaniu postuzyt bezposrednio do pierwszego etapu oczyszczania — IMAC
(Rozdziat 4.2.3.1). Typowy chromatogram IMAC z oczyszczania dOtoll z 1 litra hodowli bakteryjnej
jest przedstawiony na Rysunku 13A. Biatka po elucji ze ztoza Talon (Rozdziat 4.2.3.1) buforem
zawierajgcym 200 mM imidazol byty zageszczane i nastrzykiwane na kolumne Superdex 200 Increase
(Rozdziat 4.2.3.2). Profil elucji z kolumny zostat przedstawiony na Rysunku 13B. Na szaro zaznaczono
zakres objetosci elucji, w ktorym znajdowata sie dOtoll. Obecno$¢ dwodch szczytéw sugerowata
mozliwos$¢ wystepowania biatka pod postacig co najmniej dwéch form oligomerycznych. Produkty

procesu oczyszczania biatka na poszczegdlnych etapach byty monitorowane z uzyciem elektroforezy
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SDS-PAGE (Rozdziat 4.1). Preparat dOtoll cechowat sie czystoscig wynoszaca ponad 95%, szacowang
densytometrycznie z wuzyciem programu Lablmage (BioRad). Wydajnos$¢ opisanej metody
nadekspresji i oczyszczania dOtoll (Rozdziat 4.2) wynosita okoto 1 mg oczyszczonego biatka z 1 litra
hodowli bakteryjnej. Masa czgsteczkowa dOtoll szacowana na podstawie sekwencji aminokwasowe;j
z uzyciem programu ProtParam wynosi 49,702 kDa (Rozdziat 4.3) i jest zgodna z masg czgsteczkowg

oznaczong przy pomocy spektrometrii mas ESI-QTOF wynoszacg 49,711 kDa (Rozdziat 4.4).

A B

200mM imidazol | 0

1 800
3500
1 7004
3000
600

2500 o
500+

2000 o
400

1500 4 3004

Azgo [MAU]
Bufor [%]
Azgo [MAU]

1000 200

100

500

Mw M T S P FT W E SEC
[kDal

116

66.2

45

35

25

18.8 S

14.4] —— ==

12 3 456 78

Rysunek 13. Etapy procesu oczyszczania dOtol1. (A) Chromatogram otrzymany po pierwszym etapie oczyszczania IMAC
na ztozu TALON. (B) Chromatogram filtracji zelowej preparatu po IMAC; na szaro zaznaczono frakcje, w ktérych obecna byta
dOtoll. (C) wynik analizy SDS-PAGE frakcji po kazdym z etapdw oczyszczania. M — standard wagowy, T — frakcja wszystkich

biatek bakteryjnych po indukcji ekspresji, S — frakcja biatek rozpuszczalnych po indukcji ekspresji, P — frakcja biatek
nierozpuszczalnych po indukcji ekspresji, FT — frakcja biatek niezwigzanych do ztoza TALON, W — frakcja biatek wymytych
w obecnosci 20 mM imidazolu, E — biatka eluowane z kolumny TALON, SEC — preparat dOtoll otrzymany w wyniku filtracji

zelowej i wymiany buforu.

5.2.3. Preparacja hOtoll

Podobnie jak w przypadku dOtoll (Rozdziat 5.2.2), hOtoll réwniez byta izolowana z frakgji
biatek rozpuszczalnych. W odrdéznieniu do dOtoll, w pierwszym etapie procedury, biatko zostato
wigzane do ztoza NiNTA (Rozdziat 4.2.3.1). Rysunek 14A przedstawia typowy chromatogram IMAC dla

oczyszczania hOtoll. Podczas filtracji zelowej na kolumnie Superdex200 Increase (Rozdziat 4.2.3.2),
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szczyt elucji biatka przypada na objetos¢ zerowa kolumny (Rysunek 14). Szarym kolorem zaznaczone
zostaty frakcje zawierajgce preparat hOtoll o wysokiej czystosci. Podczas analizy przebiegu preparacji
z uzyciem SDS-PAGE zauwazono (Rozdziat 4.1), ze pomimo denaturacji termicznej i redukcji mostkow
disiarczkowych obserwuje sie dwa prazki na elektroforegramie - jeden odpowiadajgcy masie okoto
50 kDa, a drugi ponad 116 kDa (Rysunek 14C). Ich tozsamo$¢ zostata potwierdzona z uzyciem metody
Western blot (Rozdziat 4.1) z przeciwciatami skierowanymi zaréwno do kornca-N biatka (anty-His) oraz

konca-C biatka (anty-Clq) (Rozdziat 3.1).

Opisana procedura jest powtarzalna, a otrzymany preparat hOtoll jest czysty w okoto 95%,
co szacowano densytometrycznie (Rozdziat 4.1). Z 1 litra hodowli bakteryjnej otrzymywano do 5 mg
preparatu. Teoretyczna masa czgsteczkowa hOtoll wynosi 48,255 kDa (analiza sekwencji
w programie ProtParam (Rozdziat 4.3) i jest zgodna z masg czgsteczkowg otrzymang w wyniku

pomiaréw ESI-QTOF 48,253 kDa (Rozdziat 4.4).
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Rysunek 14. Etapy oczyszczania hOtoll. (A) Chromatogram otrzymany po pierwszym etapie oczyszczania IMAC na ztozu
NiNTA. (B) Chromatogram filtracji zelowej preparatu po IMAC; na szaro zaznaczono frakcje, w ktérych obecna byta hOtol1.
(C) wynik analizy SDS-PAGE frakcji po kazdym z etapow oczyszczania. M — standard wagowy, T — frakcja wszystkich biatek
bakteryjnych po indukcji ekspresji, S — frakcja biatek rozpuszczalnych po indukcji ekspresji, FT — frakcja biatek niezwigzanych
do ztoza TALON, W — frakcja biatek wymytych w gradiencie NaCl, E — biatka eluowane z kolumny NiNTA, SEC — preparat

htoll otrzymany w wyniku filtracji zelowej i wymiany buforu.
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5.3.  Badania wtasciwosci molekularnych otoliny-1

Wydajnos$é opracowanych metod nadekspresji i oczyszczania oraz jako$é preparatéw dOtoll

i hOtol1 byty wystarczajace do pracy majgcej na celu zbadanie relacji struktura-funkcja otoliny-1.

5.3.1. Pordéwnanie struktury drugo- i trzeciorzedowej otoliny-1 z Danio rerio i

Homo sapiens

Spektroskopia dichroizmu kotowego (CD, ang. circular dichroism spectroscopy) jest jedng z
niskorozdzielczych metod badan strukturalnych biatek opierajacg sie na réznicach w absorpcji Swiatta
prawo- lub lewoskretnie spolaryzowanego. Widma CD rejestrowane w dalekim ultrafiolecie
odpowiadajg na pytania dotyczgce zawartosci struktur drugorzedowych biatka, natomiast widma CD
w bliskim ultrafiolecie dostarczajg informacji na temat struktury trzeciorzedowej biatka w odniesieniu

do utozenia przestrzennego reszt aminokwaséw aromatycznych (Kelly et al., 2005).

Widmo CD obu biatek (Rysunek 15) jest wypadkowag widm charakterystycznych dla biatek
kolagenowych z ujemnym maksimum ok. 198 nm i dodatnim maksimum ok. 222 nm (Greenfield,
2006) i antyréwnolegtej struktury B domeny Clg z ujemnym maksimum ok. 218 nm i dodatnim
maksimum miedzy 230 nm, a 240 nm (Hotubowicz et al., 2017). Duze podobienstwo zawartosci
struktur drugorzedowych otolin pokazane na widmach CD w dalekim UV, znajduje réwniez
odzwierciedlenie w widmach CD w bliskim ultrafiolecie (Rysunek 15B). Obecno$¢ mostkéw
disiarczkowych w biatkach wnosi niewielki wktad do widma (Li, 2017). W odrdznieniu od sygnatu
pochodzacego od reszt aromatycznych, obecnos$¢ mostkéw disiarczkowych cechuje sie szerokim
pasmem pomiedzy 350- 240 nm. Majac to na uwadze, pasmo miedzy ok. 310 a 255 nm w widmie
dOtoll i hOtoll w bliskim UV najprawdopodobniej jest réwniez wynikiem obecnosci mostkéw

disiarczkowych w biatku.
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Rysunek 15. Widma CD dOtol1 i hOtol1. (A) Widma CD dOtol1 i hOtoll w dalekim ultrafiolecie zarejestrowane dla biatek
o stezeniu 10 uM w buforze F. (B) Widma CD w bliskim ultrafiolecie zarejestrowane dla dOtol1 i hOtol1 o stezeniu 40 uM

w buforze F. Odcieniami szarosci zaznaczono rejony widma odpowiadajgce obecnosci reszt Phe, Tyr oraz Trp.
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Udziaty procentowe poszczegdlnych struktur drugorzedowych zostaty zebrane w Tabeli 10.
Obydwa biatka cechujg sie ich podobng zawartoscia. Biorgc pod uwage bardzo przyblizony charakter
analizy, mozna przypuszczaé, ze ze wzgledu na podobieistwa chirooptyczne ktebka statystycznego,
helisy poliprolilowej Il i potrdjnej helisy, na wartos¢ "inne" moze przypadaé czesciowo udziat

wymienionych struktur lub/oraz nieuporzgdkowanie (Fasman, 2013).

Tabela 10. Wynik dekonwolucji widm CD dOtol1l i hOtoll. Widma CD zostaty zarejestrowane w dalekim ultrafiolecie,

a analiza wykonana z uzyciem programu CDNN.

[%] STRUKTURY
BIAtKO o-HELISA B-HARMONIJKA ZWROT INNE
dOtoll 17.8+0.5 25.8+0.3 18.5+0.1 37.9+0.2
hOtoll 15.0+£0.2 27.7+0.2 18.6+0.1 38.8 +0.1

5.3.2. Oligomeryzacja otoliny-1

Ze wzgledu na zauwazong juz przy etapie oczyszczania (Rozdziat 5.2) sktonnos$¢ dOtoll
i hOtoll do oligomeryzacji, przeprowadzono badania majace na celu zweryfikowanie tej obserwacji.
W pierwszym etapie wykonano eksperyment sieciowania chemicznego (Rozdziat 4.8), w ktorym
odczynnik sieciujgcy BS® tworzy wigzania amidowe z wolnymi resztami aminowymi na koricu-N
oddziatujgcych ze sobg biatek (Mattson et al., 1993). Rysunek 16. przedstawia elektroforegramy
dOtol1 i hOtol1 otrzymane przy dwéch nadmiarach molowych BS® i w réznych odstepach czasowych.
Juz po minucie trwania reakcji sieciowania mozna zaobserwowa¢ formy oligomeryczne dOtoll
i hOtoll dla 15-krotnego nadmiaru BS3. W odniesieniu do standardu mas czgsteczkowych mozna
przypuszczaé, ze obydwa homologi wystepujg pod postacia mono- tri- i heksamerow. Co wiecej,
hOtoll réowniez wystepuje jako dimer (dimer i trimer obecne sg przed reakcjg sieciowania i nie
ulegajg denaturacji w warunkach SDS-PAGE). Obecnos¢ form oligomerycznych potwierdzono poprzez

Western blotting (Rozdziat 3.1 4.1).

Aby przyjrze¢ sie doktadniej oligomeryzacji otoliny-1 i jej wtasciwosciom hydrodynamicznym,
przeprowadzono eksperymenty ultrawirowania analitycznego (SV-AUC) w warunkach redukujgcych
i nieredukujacych (Rozdziat 4.6.1). Metoda ta rejestruje sedymentacje makroczasteczek obecnych
w analizowanej prébce pod wptywem dziatajagcej na nie sity odsrodkowej. Na podstawie danych
z eksperymentu szybkosciowego mozna okresli¢ masy czgsteczkowe biatek, ich przyblizony ksztatt

oraz wspoétczynniki sedymentacji (Brown i Schuck, 2006).
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Rysunek 16. Wynik reakcji sieciowania dOtol1 i hOtol1 czynnikiem BS3. Elektroforegramy SDS-PAGE dOtol1 (A) i hOtol1 (C)
oraz wyniki Western blottingu uwidocznione z uzyciem przeciwciat pierwszorzedowych skierowanych przeciw znacznikowi
6xHis, odpowiednio (B) oraz (D) dla dOtol1 i hOtol1. Reakcja prowadzona byta w odstepach czasowych wynoszgcych

1, 2,5, 5 oraz 10 min w dwdch nadmiarach molowych BS3 —15:1 i 30:1.

Profile sedymentacji dOtoll i hOtoll zostaty przedstawione na Rysunku 17. Obydwa biatka
wystepuja pod postacig oligomerdw oraz w niewielkiej czesci agregatéw. Profile sg szerokie dla
kazdego z badanych stezen biatka. Dopiero po dodaniu czynnika redukujgcego, 2-merkaptoetanolu,
mozna zauwazy¢ wyraznie zaznaczone pasma. W warunkach nieredukujacych, w przewazajgcej
wiekszosci, dOtoll wystepuje w postaci dimeru i undekameru dla najnizszego badanego stezenia,
a dla stezenia 0,5 i 1,0 mg/ml w postaci mono- tri-, heksa-, okta- i oktadekameru w odniesieniu
do masy monomeru ustalonej z uzyciem ESI-QTOF (Rozdziat 4.4 oraz 5.2). Dodatkowo dla kazdego
z warunkéw wystepujg agregaty o masie powyzej 1000 kDa. W przypadku dOtoll w warunkach
redukujacych, populacja czasteczek jest zréznicowana i sktadajg sie na nig mono-, tri-, heksa-, nona-
heksadekamery i oktadekamery oraz agregaty powyzej 1000 kDa. Co ciekawe, populacja dOtoll
w warunkach redukujgcych posiada wiekszy odsetek agregatdow w odniesieniu do dOtoll

w warunkach nieredukujacych.

W przypadku hOtoll w warunkach nieredukujacych, jego gtéwng populacje stanowig
najprawdopodobniej heksamery (Rozdziat 4.4 oraz 5.2). W przypadku warunkéw redukujgcych
w kazdym z przypadkdédw pojawiaty sie monomery, tetramery i agregaty. Populacja hOtoll

w poréwnaniu do dOtoll jest bardziej homogeniczna zaréowno w warunkach nieredukujacych jak

65



Wyniki

i redukujgcych. Obecnosé czynnika redukujgcego zmniejsza rzedowos¢ oligomerdw dOtoll i hOtoll.
Ta obserwacja jest dodatkowo potwierdzona spadkiem wartosci usrednionego wspdtczynnika
sedymentacji S,,, dla warunkéw redukujacych w odniesieniu do nieredukujacych. Dane dotyczace
masy molekularnej czasteczek oraz wspdtczynnikéw sedymentacji zostaty zebrane w Tabeli 11.
Dokonane szacunki sg dos¢ przyblizone ze wzgledu na m.in. ksztatt dOtoll i hOtoll odbiegajacy od
sferycznego, potwierdzony wartoscig wspotczynnika tarcia f/fo powyzej 1,3. Takie wartosci sg
charakterystyczne dla czgsteczek wydtuzonych (Unzai, 2018). Usrednione wspétczynniki sedymentacji
S,ow Wzrastajg wraz ze stezeniem w obrebie badanych warunkéw (z wyjatkiem dOtoll w warunkach
redukujacych, Tabela 11). Profile sedymentacji, dane dotyczgce mas czgsteczkowych i 55,, pokazuja

dynamicznie zmieniajgce sie ksztatty oligomerdw oraz przesuwanie ich rzedowos$ci w strone ciezszych

form.
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Rysunek 17 Profile sedymentacji otoliny-1 uzyskane w wyniku eksperymentu SV-AUC. Gérny panel odpowiada profilowi
sedymentacji dOtol1 (A) oraz hOtol1 (B) w warunkach nieredukujgcych, w trzech stezeniach biatka — 0,2 mg/ml, 0,5 mg/ml
oraz 1 mg/ml. Dolny panel odpowiada eksperymentowi przeprowadzonemu w warunkach redukujgcych z uzyciem 2-

merkaptoetanolu odpowiednio dla dOtol1 (C) oraz hOtol1 (D) w tych samych stezeniach biatka.
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Tabela 11. Podsumowanie parametrow uzyskanych w wyniku eksperymentu SV-AUC. Parametry zostaty pogrupowane

ze wzgledu na badane biatko, jego stezenie oraz obecnos¢ czynnika redukujgcego. MWg, — masa czgsteczkowa oszacowana

na podstawie danych eksperymentalnych, Sygnat — procent czasteczek w odniesieniu do catosci, s — wspotczynnik

sedymentacji, S;q,, - usredniony wspotczynnik sedymentacji skorygowany o wode, f/fo — wspétczynnik tarcia, RMSD —

wartos¢ sredniej kwadratowej btedu

dOtoll
W obecnosci 2 mM 2MeEtOH
(o MWsy Sygnat s S2ow MWsy Sygnat s S20w
f/f RMSD f/f RMSD
[mg/ml] | [kDa] [%] [s] [S] i [kDa] [%] [S] [s] o
90 67.1 3.30 36.91 53.7 241
511 15.4 10.50 108.87 10.4 4.95
10.45 1.74 0.0061
1010 8.7 16.54 237.42 4.6 8.33
0.2 9.72 1.32 0.0066
2164 8.1 27.49 537.87 11.4 14.36
1546.99 4.6 29.05
2490.22 1.0 39.89
41 14.4 1.96 50.74 50.7 2.62
117 42.9 3.94 131.16 12.2 4.93
319 3.8 7.68 267.71 5.4 7.93
0.5 1236 1.74 0.0065 9.68 1.50 0.0069
399 4.5 8.90 449.06 8.2 11.19
887 29.0 15.17 793.02 6.8 16.35
3610 1.6 38.66 1721.94 7.1 27.42
34 9.8 1.70 60.05 50.7 2.63
86 329 3.19 162.12 14.5 5.10
186 10.8 5.32 345.99 5.9 8.46
1.0 297 4.1 7.26 12.84 1.75 0.0073 586.55 9.4 12.02 9.68 1.67 0.0080
546 18.7 10.90 1204.71 9.0 19.43
2264 4.3 28.15 2363.56 3.2 30.44
3338 2.6 36.46 3478.10 1.0 39.39
hOtoll
W obecnosci 2 mM 2MeEtOH
C MWsy Sygnat 3 S20w MWsy Sygnat 3 Szow
f/f RMSD f/f RMSD
[mg/mi] | [kDa]  [%] [s] [s] /o [kDa] [%] [s] [s] /o
261 94.6 7.66 48.10 41.3 3.31
0.2 11.99 1.50 0.0061 8.62 1.12 0.0067
2913 2.0 38.22 180.10 45.5 7.99
302 96.9 8.46 51.86 20.7 3.16
0.5 12.27 1.50 0.0063 9.78 1.24 0.0070
2943 1.7 38.57 199.98 71.6 7.78
341 96.6 9.44 59.51 13.0 3.03
13.64 145 0.0069
1.0 2926 1.7 39.58 237.98 81.0 7.63 10.09 1.42 0.0075
2187.85 1.1 33.48
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5.3.3. Prdba otrzymania modeli struktury otoliny-1 z uzyciem mikroskopii
krioelektronowej

Dzieki pracom Dubocheta, Franka i Hendersona (Nogales, 2018) i otrzymaniu przez nich
Nagrody Nobla w dziedzinie chemii w 2017 roku, badania strukturalne biatek z uzyciem mikroskopii
elektronowej pojedynczej czgsteczki w warunkach kriogenicznych (CryoEM, ang. cryogenic electron
microscopy) zyskaty miano kluczowej metody badan struktury biatek i ich komplekséw. Niewielka
iloS¢ preparatu oraz obrazowanie biatka w relatywnie prostych warunkach (brak potrzeby
znakowania izotopowego czy uzywania czasteczek kontrastujgcych) sg bezspornymi zaletami
CryoEM. Jednym z warunkéw ograniczajacych swobodne uzywanie metody jest masa molekularna
czasteczki — im wieksza molekuta lub kompleks tym wieksze szanse na uzyskanie lepszych danych
i wysokorozdzielczej rekonstrukcji struktury (Renaud et al., 2018). Wyniki badan dotyczgcych
wiasciwosci molekularnych otoliny-1 (Rozdziat 5.3) przedstawity biatko jako czgsteczke tworzaca
oligomery wysokiego rzedu, o ksztatcie odbiegajgcym od sferycznego (Rozdziat 5.3.2) stad decyzja
o podjeciu badan kolejnymi metodami, w tym CryoEM. W wyniku wstepnych obrazowarn dOtoll
i hOtoll z uzyciem transmisyjnej mikroskopii elektronowej NS-TEM (Rozdziat 4.7) udato sie
zaobserwowad obiekty o wielkosci nadajacej sie do dalszych analiz (Rysunek 18). Rekonstrukcja
struktury czwartorzedowej otoliny-1 byta niezwykle interesujgca zarowno pod katem klasycznych
badann biochemicznych, jak réwniez badan nad jej aktywnosciag biomineralizacyjng. Model
strukturalny otoliny-1 mdgt niesé¢ odpowiedz na pytanie w jaki sposéb biatko jest przystosowane do

petnienia funkcji rusztowania biomineratu.

W wyniku eksperymentéw NS-TEM otrzymano obrazy dOtoll oraz hOtoll sieciowanej BS.
Prébki w niektdrych rozcieficzeniach cechowaty sie wysoka heterogenicznoscia i dalej sie nimi nie
zajmowano. Rysunek 18. przedstawia zdjecia NS-TEM (Rozdziat 4.7.1) dla dOtoll (A) oraz hOtoll
sieciowanej BS® (B). Posrdd kulistych, silnie wyrdzniajgcych sie czasteczek, mozna zauwazyé
rozgatezione struktury. Kwadratami (92 nm x 92 nm) zaznaczono elementy przypominajgce
adiponektyne, biatko nalezgce do nadrodziny Clq - przyjmujace konformacje wachlarza (fan-shaped)
(Radjainia et al., 2008). W okregach zestawiono wybrane fragmenty i zarysowano ich ksztatty w celu
utatwienia odbioru. Czgsteczki cechujg sie rozgateziong czescig o indywidualnych kulistych ksztattach,
z ktérych odchodzg stabo widoczne pasma skupiajace sie we wspdlnym punkcie. Srednia dtugoéé
czgsteczki zmierzona dla 4 wybranych struktur pomiedzy ich najdalszymi punktami wynosi 51,83 +/-

2,36 nm (Rysunek 18).
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A  dOtol1

Rysunek 18. Wynik obrazowania dOtol1 (A) oraz hOtol1 (B) z uzyciem NS-TEM. Oligomery biatek kontrastowane

roztworem octanu uranylu zostaty zaobserwowane w konformacji przypominajacej wachlarz oraz zaznaczone czarnymi
kwadratami o wymiarach 92 x 92 nm. Précz widocznych oligomerdw, zauwazalne sg rowniez drobne, kuliste czasteczki

prawdopodobnie odpowiadajgce trimerom domeny Clq otoliny.

W wyniku obrazowania zebrano zestaw danych (1) dla préobki dOtoll w buforze 10 mM Tris
(pH 7,8), 300 mM NaCl, (2) dOtol1 dializowanej do wody oraz (3) hOtol1 sieciowanej BS® (Rozdziat
4.7). Zestaw danych zawierat zdjecia odpowiednio (1) 1 272 535 czasteczek, (2) 1 223 014 czasteczek
oraz (3) — 298 516 czgsteczek. Obrazy czgsteczek postuzyty do utworzenia ich klas — pogrupowanych
pod katem utozenia w ptaszczyznie celem wzmocnienia sygnatu w stosunku do tta. W trakcie
dwuwymiarowej (2D) klasyfikacji czgsteczek (Rozdziat 4.7) odrzucono klasy stanowigce

zanieczyszczenia, a pozostawione postuzyly do rekonstrukcji klas tréjwymiarowych (3D). Klasy 3D
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zostaty zebrane i pokazane w Dodatku. W odniesieniu do struktur innych biatek z rodziny Clq
(Radjainia et al., 2008) wytypowano jedng klase 3D dla zestawu (2) mogacga reprezentowac czeSciowq
strukture heksameru dOtoll (Rysunek 19). Otrzymana rekonstrukcja odpowiada czasteczce
o wymiarach 7,96 nm x 7,95 nm pomiedzy punktami zaznaczonymi na Rysunku 19 i moze
reprezentowac C-koncowq czes¢ heksameru dOtoll. W celu zweryfikowania tego przypuszczenia
natozono na rekonstrukcje dwa modele in silico odpowiadajgce trimerowi dOtoll (Rysunek 8)
(Bielak et al., 2022). Centralna czes¢ rekonstrukcji danych w 3D odpowiada wielkoscia dwdm
trimerom globularnych gtéw domeny Clg. Fragmenty domeny kolagenowej odpowiadajgce
segmentowi trzeciemu (Rysunek 8) wypetniajg pozostaty fragment mapy gestosci elektronowe;j

uzyskanej rekonstrukcji (Rysunek 19).

7,9601 nm
M

I7,9446 nm

C-koniec

Rysunek 19. Wybrana klasa 3D fragmentu dOtol1 uzyskana za pomoc3 obrazowania CryoEM. Klasa 3D gestosci
elektronowej zostata zaprezentowana pod réznymi katami oraz z natozonym modelem trimerédw dOtol1 (z6tty). Na rysunku

zostaty zaznaczone wymiary mapy w wybranych punktach.

5.3.4. Wptyw jondw wapnia na wtasciwosci molekularne otoliny-1

Obecnos$¢ jondw wapnia w endolimfie ucha wewnetrznego (do stezenia 2 mM u ryb

(Payan et al., 1999), od 0,1 do 1 mM u ssakéw (Ferrary et al.,, 1988; Salt et al., 1989)) stanowi
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naturalny sktadnik sSrodowiska otoliny-1. Na podstawie struktury krystalicznej wykazano, ze
w ptaszczyznie trimeryzacji domeny Clq ludzkiego biatka Clqg uktadu dopetniacza obecny jest jon
wapnia (Gaboriaud et al., 2003), a potwierdzono w badaniach domeny Clq otoliny-1 Danio rerio
i cztowieka (Hotubowicz et al. 2017). W zwigzku z powyzszym wydaje sie, ze jony wapnia mogg
posiadac znaczacy wptyw na wiasciwosci molekularne otoliny-1. Aby zbadac tg hipoteze skupiono sie
na wplywie jondw wapnia na stabilnosé biatka, jego strukture drugorzedowg, zmiany w strukturze

trzeciorzedowej oraz wptyw na oligomeryzacje biatka.

5.3.4.1. Stabilnos¢ termiczna otoliny-1 w obecnosci jonéw wapnia

Jedng z metod okreslania stabilnosci termicznej biatek w obecnosci réznych czynnikéw,
takich jak pH, ligandy czy partnerzy biatkowi, jest skaningowa fluorymetria réznicowa (DSF, ang.
differential scanning fluorimetry) (Huynh, 2015). W przebiegu eksperymentu (Rozdziat 4.5.5), zmiana
stabilnosci biatka w procesie jego rozfatdowywania monitorowana byta jako stosunek intensywnosci
emitowanej wewnetrznej fluorescencji rejestrowanej przy 350 nm do jej wartosci przy 330 nm
w zaleznosci od temperatury. Temperatura przejScia okreslana jest w oparciu o punkt przegiecia
krzywej denaturacji. Krzywe denaturacji dla dOtoll i hOtoll w obecnosci jondw wapnia oraz EDTA,
stanowigcego kontrole, zostaty przedstawione na Rysunku 20, a temperatury przejscia zestawione

w Tabeli 12.

Zaréwno dOtoll, jak i hOtoll s3 silnie stabilizowane przez obecnos¢ jonéw wapnia, jednak
dOtoll wymaga wyiszego stezenia jondw wapnia, aby osiggna¢ wyiszg temperature przejscia
(Rysunek 20A). Zaréwno w obecnosci 10 mM EDTA, jak i 0,1 mM stezenia jondw wapnia,
temperatura przejscia dOtoll jest réwna ok. 43 °C. W obecnoéci 1,0 mM Ca? mozna rozrdzni¢ dwa
przejscia o Tm= 42,8 °C oraz 86,7 °C. Dla stezenia powyzej 1,0 mM jonéw wapnia dalej obecne sg dwa
przejscia, a wyznaczone dla nich temperatury sg zblizone (Tabela 12). W przypadku hOtol1, obecnos¢
jondw wapnia posiada znaczacy wptyw na stabilnos¢ biatka (Rysunek 20B). W warunkach
kontrolnych, temperatura przejscia hOtoll wynosi 41,2 °C. Juz po dodaniu 0,1 mM jondw wapnia
pojawia sie drugie przejscie o temperaturze 68,1 °C. Dla wyzszych stezen, temperatura przejscia dla
hOtoll przewyzsza 90 °C (Tabela 12). Obecnos$¢ dwdch temperatur przejscia dla homogenicznego
preparatu biatka moze by¢ przejawem indywidualnej utraty struktury domen biatka lub denaturacji

biatka posiadajgcego strukture czwartorzedowa (Huynh, 2015).
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Rysunek 20. Krzywe denaturacji termicznej otoliny-1. Krzywe dla (A) dOtoll oraz (B) hOtol1l zarejestrowane zostaty dla
roztwordw o 4 UM stezeniu badanych biatek i 10 mM stezeniu EDTA lub w czterech stezeniach CaCl,. Denaturacja

obserwowana byta jako stosunek zmiany wartosci intensywnosci emisji fluorescencji przy 350 nm do 330 nm.

Tabela 12. Wartosci temperatury przejScia wyznaczone na podstawie krzywych denaturacji dOtol1 oraz hOtoll. Wartosci

zostaty wyznaczone w oparciu o pierwszg pochodng otrzymanych krzywych.

BIALKO WARUNEK 1. TEMPERATURA 2. TEMPERATURA
PRZEJSCIA [°C] PRZEJSCIA [°C]
10 mM EDTA 43 -
0,1 mM Ca?* 41,7 -
dotol1 1 mM Ca?* 42,8 86,7
10 mM Ca?* 43,1 85
100 mM Ca?* 41,8 86,9
10 mM EDTA 41,2 -
0,1 mM Ca?* 43,1 68,1
hOtol1 1 mM Ca?* - 94,6
10 mM Ca?* - 95,6
100 mM Ca?* - 98,6

5.3.4.2. Wptyw jondw wapnia na strukture drugo- i trzeciorzedowgq otoliny-1
Jony wapnia wywierajg silnie stabilizujgcy wptyw na dOtoll i hOtoll (Rozdziat 5.3.4.1).
Naturalnie w takim przypadku nasuwa sie pytanie jakie zmiany strukturalne towarzyszq takiemu
efektowi? Aby zbadaé¢ wptyw jondw wapnia na strukture drugo- i trzeciorzedowa dOtoll i hOtol1,
przeprowadzono eksperymenty z uzyciem CD w dalekim UV (Rozdziat 4.5.1), pomiary emisji
wewnetrznej fluorescencji (Rozdziat 4.5.2) oraz uzupetniajgce badanie zmian konformacji biatka

z uzyciem fluorescencyjnej sondy domen hydrofobowych biatek - ANS (Rozdziat 4.5.3).

Przestawione na Rysunku 21. widma CD dOtoll i hOtoll zostaty zarejestrowane w buforze
uzupetnionym EDTA (warunki kontrolne) oraz wzrastajgcych stezeniach jonéw wapnia (1,0 mM, 10

mM i 100 mM). W obecnosci EDTA (Rysunek 21A), widmo dOtoll charakteryzuje sie minimum
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ok. 210 nm, natomiast w obecnosci jondw wapnia wraz ze wzrostem ich stezenia minimum widma
przesuwa sie w strone fali o dtugosci ok. 205 nm, jak w przypadku widm rejestrowanych w buforze
bez jondw wapnia (Rozdziat 5.3.1). Wyeliminowanie jonéw wapnia z buforu dla dOtoll posiada
niewatpliwy, chociaz trudny do oszacowania, wptyw na strukture drugorzedowg biatka. W przypadku
hOtoll (Rysunek 21B) widmo CD wraz ze wzrastajgcym stezeniem jondw wapnia nie zmienia

znaczgco swego ksztattu. Niewielkiej zmianie ulega jedynie warto$¢ molarnej eliptycznosci

resztkowej.
A dOtol1 B hOtol1
‘TH 2 ‘T'— 2
° ©
g - £
o~ o~ 2]
5 3
-4
o 4 o
S ---10 mM EDTA B ---10 mM EDTA
‘?;, ® —1,0 mM Ca* ‘?Q o —1,0 mM Ca*
x 10 mM Ca* % 10 mM Ca*
& ——100 mM Ca? & 7 . ——100 mM Ca*
200 21‘0 250 230 2-;»0 zéo 260 200 2;0 250 250 2«‘10 2;0 260
A [nm] A [nm]

Rysunek 21 . Wptyw jonéw Ca?* na otoline-1 — widma CD. Widma (A) dOtol1 i (B) hOtol1 zarejestrowane zostaty dla

roztwordw biatka o stezeniu 10 pM i w obecnosci 10 mM EDTA lub 3 stezeniach jonéw wapnia: 1 mM, 10 mM oraz 100 mM.

W kolejnym kroku badan zarejestrowano widma emisji reszt tryptofanylowych dOtoll i
hOtol1l w obecnosci jondw wapnia lub buforze z dodatkiem EDTA (Rozdziat 4.5.2). Zmiany emisji reszt
tryptofanylowych sg podatne na zmiany polarnosci ich mikrootoczenia. Ekspozycja reszt
tryptofanylowych do rozpuszczalnika skutkuje przesunieciem maksimum emisji do dtuzszych dtugosci

fali w okolice 350 nm (Ladokhin, 2000).

Przedstawione na Rysunku 22. widma pokazuja, ze reszty Trp w obu biatkach s3
eksponowane (Vivian Callis, 2001). W przypadku dOtoll, wptyw jondéw wapnia na zmiany
intensywnosci czy maksimum emisji jest znikomy i wynosi 2 nm pomiedzy warunkami granicznymi.
W przypadku hOtoll mozna zaobserwowac niewielki wzrost intensywnosci fluorescencji wraz

ze wzrostem stezenia jondw wapnia.
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Rysunek 22. Widma emisji fluorescencji wewnetrznej otoliny-1. Widma (A) dOtol1 oraz (B) hOtoll zostaty zarejestrowane
dla biatek o stezeniu 2 uM w obecnosci EDTA lub jonéw wapnia. Fluorescencja zostata wzbudzona falg o dtugosci 295 nm.

Przy kazdym z warunkéw podano maksimum emisji.

Ze wzgledu na brak znaczgcych zmian w widmach fluorescencji dOtoll i hOtol1l (Rysunek 22)
wykonano badanie uzupetniajgce z wykorzystaniem kwasu 8-anilinonaftaleno-1-sulfonowego (ANS)
(Rozdziat 4.5.3). ANS jest sonda fluorescencyjng, ktdora podczas wigzania do fragmentéw
hydrofobowych biatek wykazuje przesuniecie maksimum emisji fluorescencji w strone krétszych fal
z jednoczesnym zwiekszeniem intensywnosci fluorescencji. Dzieki temu ANS jest swoistym

indykatorem zmian konformacyjnych biatek (Matulis et al., 1999).

Rysunek 23. przedstawia widma emisji samego ANS oraz po zwigzaniu z dOtol1 (A) lub hOtol1l
(B) w obecnosci EDTA oraz wobec wzrastajgcego stezenia jondw wapnia. Analiza zmian potozenia
maksimum oraz intensywnosci emisji zostata przestawiona odpowiednio na panelu B i D
(Rysunek 23). W poréwnaniu do widma zarejestrowanego dla wolnej sondy, intensywnos$¢
fluorescencji dla obydwu biatek wzrosta okoto 2,25-krotnie dla préby z EDTA i utrzymata sie na
podobnym poziomie dla najnizszego stezenia jondw wapnia rownego 1.0 mM. Nastgpito réwniez
przesuniecie maksimum emisji fluorescencji z 521 nm do 492 i 489 nm odpowiednio dla dOtoll
i hOtoll. Dla stezenia jonéw wapnia rownego 10mM i 100 mM nastgpit stopniowy wzrost
intensywnosci fluorescencji. W obecnosci 100 mM Ca?* odpowiednio 2,6 i 2,7-krotny dla dOtol1 i
hOtoll w stosunku do intensywnosci wolnej sondy ANS. Ze wzgledu na zmiany w widmach ANS
zwigzanego z dOtol1 lub hOtoll, mozna wnioskowac, ze obecnos¢ jondw wapnia indukuje niewielkie

zmiany konformacyjne obu biatek.
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Rysunek 23. Widma emisji fluorescencji ANS w obecnosci otoliny-1. Widma ANS w obecnosci 2 uM (A) dOtol1 i (C) hOtoll
zostaty zarejestrowane po wzbudzeniu falg o dtugosci fali 351 nm. dOtol1 i hOtol1 byty inkubowane w obecnosci EDTA lub
szeregu stezen jondw wapnia. Zmiany intensywnosci fluorescencji ANS oraz przesuniecia maksimum emisji zostaty

zaprezentowane na wykresach B i D odpowiednio dla dOtol1 i hOtol1.

5.3.4.3. Wptyw jondw wapnia na oligomeryzacje otoliny-1

Badania nad wptywem jondw wapnia na strukture drugo- i trzeciorzedowa otoliny-1
wykazaty nieznaczne zmiany konformacyjne zachodzace w biatku. Majac na uwadze wystepowanie
otoliny-1 pod postacig oligomerdw, wykonano szereg analiz skupionych na wptywie jonéw wapnia na
tworzone struktury czwartorzedowe. W tym celu przeprowadzono wstepne badanie z uzyciem
metody analitycznego sgczenia molekularnego (Rozdziat 4.6.3), a nastepnie eksperymenty
ultrawirowania (Rozdziat 4.6.1), dynamicznego rozpraszania $wiatta (DLS, ang. dynamic light
scatterig) (Rozdziat 4.6.2) oraz pomiary anizotropii fluorescencji dOtoll i hOtoll znakowanych

fluorescencyjnie (Rozdziat 4.5.4).

Analityczne sgczenie molekularne (Rozdziat 4.6.3) jest prostg metodg uzywang do wstepnego
oszacowania wtasciwosci hydrodynamicznych biatka. Poréwnujgc profile elucji biatka w réznych
warunkach mozna zaobserwowac réznice w objetosciach elucji odpowiadajgce m.in. zmianom
promienia  Stokesa  biatek, tworzonym oligomerom i ich masom czasteczkowym
(O’Fagain et al., 2011). Dla biatek globularnych szacunki dotyczace parametréw hydrodynamicznych

oparte o profile elucji biatek standardowych dobrze odzwierciedlajg stan rzeczywisty.
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Dla biatek odbiegajgcych swoim ksztattem od globularnego (jak dOtoll i hOtoll — Rozdziat 5.3.2)
raczej nie ma zasadnosci szacowania promieni hydrodynamicznych i masy czgsteczkowej (Erickson,

2009).

Profile elucji dOtoll i hOtoll w obecnosci jondw wapnia i EDTA zostaty przedstawione na
Rysunku 24. Kazda z prébek nastrzyknieta na kolumne Superdex200 Increase zawieratfa biatko o tym
samym stezeniu i objetosci. Profil elucji dOtoll charakteryzuje sie trzema wyraznymi szczytami
(Rysunek 24A), odpowiadajacymi oligomerom o réznej masie czasteczkowej. W przeciwienstwie do
wyniku eksperymentu dla dOtoll, obydwie prébki hOtoll charakteryzujg sie jedng wartosciag
Ve (Rysunek 24B). Zmiany absorbancji poszczegdlnych szczytow w profilu elucji dOtoll moga
$wiadczy¢ o réznym wptywie jondw Ca?* na oba biatka. Efekt ten nie jest zauwazalny w przypadku

hOtol1.
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Rysunek 24. Profile elucji otoliny-1 z kolumny Superdex200 Increase. dOtol1 (A) oraz hOtol1 (B) zostaty nastrzykniete na

kolumne w stezeniu 0,5 mg/ml i objetosci 50 ul w obecnosci 10 mM stezenia jonow wapnia lub 10 mM stezenia EDTA.

Niezwykle interesujace, chociaz wstepne wyniki dotyczace wptywu jonéw wapnia na
zachowanie dOtoll i hOtoll w odniesieniu do struktury czwartorzedowej wykazaty, ze oligomeryzacja
dOtoll jest znacznie bardziej uzalezniona od obecnosci jonéw Ca?*, niz w przypadku hOtoll.
Ze wzgledu mata precyzje metody sgczenia analitycznego, do pogtebionej analizy wptywu jondéw
wapnia na oligomeryzacje otoliny-1 wykorzystano poréwnanie usrednionych wspétczynnikéw

sedymentacji 535, uzyskanych w przebiegu eksperymentu SV-AUC.

Rysunek 25. przedstawia wykres zaleznosci s3,,, 0d stezenia biatek w rozréznieniu na warunki
prowadzonego eksperymentu (bufor z dodatkiem 10 mM EDTA lub 10 mM Ca?). S0, jest
wyznacznikiem  ogdlnej tendencji badanej makroczgsteczki do zmiany  wtasciwosci
hydrodynamicznych, na skutek zmiany ksztattu lub masy. W poréwnaniu do wczesniej uzyskanych
wynikéw SV-AUC (Rozdziale 5.3.2) w prébkach badanych w obecnosci EDTA i jondw wapnia nie

zarejestrowano agregatéw, dlatego tez otrzymane wartosSci 535, S mniejsze. Szczegétowe dane
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otrzymane w wyniku eksperymentu zestawiono w Dodatku w Tabeli 16, a przyktad wykresu

pierwotnego na Rysunku 37 (Dodatek).

W przypadku dOtoll (Rysunek 25A) s3,,, Wzrasta wraz ze wzrostem stezenia biatka. Zaleznos¢
ta jest zgodna ze wczesniej zaobserwowang (Rozdziat 5.3.2). W obecnosci EDTA, 53, dla kazdego
stezenia biatka jest jednak nizszy niz dla ich stezenia w obecnosci jondw wapnia o wartosc
bezwzgledng réwng 1,21, 1,23 i 1,35 odpowiadajgcg stezeniu biatka 0,2 mg/ml, 0,5 mg/mli 1 mg/ml.
W przypadku hOtoll (Rysunek 25B) wzrost 53, jest rowniez uzalezniony od wzrastajgcego stezenia
biatka, jednak wyzsze wartosci s3,, uzyskane zostaty dla préob w obecnosci EDTA. Bezwzgledna
réznica W sy, dla prob w obecnosci EDTA i jonéw wapnia wynosita 0,12, 0,8 i 0,7 odpowiednio dla
biatek o stezeniu 0,2 mg/ml, 0,5 mg/ml i 1 mg/ml. Rdznice te sg mniejsze niz w przypadku dOtol1.
Warte odnotowania jest zachowanie hOtoll w obecnosci jondw wapnia - wartosci s3,,, dla 0,2 mg/ml,

0,5 mg/mli 1 mg/ml biatek s podobne i wynoszg odpowiednio 6,77, 6,92 i 7,08.

Co wiecej, otrzymane w wyniku analizy wspotczynniki tarcia f/fo (Tabela 16, Dodatek) dla
dOtoll w obecnosci EDTA sg wieksze od wczesniej otrzymanych (Rozdziat 5.3.2), jednak w obecnosci
jonédw wapnia malejg wraz ze wzrostem stezenia biatka. Natomiast wspoétczynniki f/fo dla hOtoll
w przypadku obecnosci EDTA sg poréwnywalne do otrzymanych w poprzednim badaniu (Rozdziat

5.3.2), a w obecnosci jondw wapnia sg state dla kazdego z badanych stezen hOtol1l.

Zmiany 3, oraz f/fo w przypadku dOtoll $wiadczg o powstawaniu czgsteczek o wiekszej
masie i bardziej zwartej strukturze w obecnosci jondw wapnia. W przypadku hOtoll, wartosci 55,
i f/fo w obecnosci jondw wapnia swiadczg o ich stabilizacji wobec wzglednie zblizonych wartosci w
odniesieniu do wzrastajgcego stezenia biatka. Natomiast hOtol1l w nieobecnosci jondw wapnia wraz
ze wzrostem stezenia biatka tworzy czgsteczki o podobnym ksztatcie i wzrastajgcym wspdtczynniku
sedymentacji. Ze wzgledu na niejednoznaczno$¢ wynikow eksperyment SV-AUC zostat dodatkowo

uzupetniony o dwa kolejne.
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Rysunek 25. Zestawienie wynikéw pomiaréw parametréw hydrodynamicznych otoliny-1. 5, dla dOtol1 (A) oraz hOtoll
(B) dla trzech stezen biatek: 0,2 mg/ml, 0,5 mg/ml oraz 1,0 mg/ml w obecnosci 10 mM EDTA lub 10 mM CaCl,. Panel C
zestawia wyniki DLS dla dOtol1 i hOtol1 o stezeniu 0,17 mg/ml, 0,5 mg/ml oraz 1,0 mg/ml w obecnosci 10 mM EDTA i 10
mM CalCl,. Panel D przedstawia wartosci anizotropii fluorescencji uzyskane dla 2 uM roztworéw dOtoll i hOtoll
znakowanych fluorescencyjnym znacznikiem ATTO-488. Wartosci anizotropii zostaty zarejestrowane dla roztwordw biatek

wobec 10 mM EDTA, 0,1 mM, 1 mM, 10 mM oraz 100 mM CaCl,.

Aby otrzymac dodatkowe dane dotyczgce zmian struktury czwartorzedowej otoliny-1 pod
wptywem jondw wapnia, przeprowadzono badanie z uzyciem techniki DLS, ktéra wykorzystuje
rozpraszanie Swiatta przez makromolekuty w roztworze. W trakcie eksperymentu monitoruje sie ruch
badanych molekut, w rezultacie czego otrzymywane sg wspétczynniki dyfuzji przy zatozeniu kulistego
ksztattu czgsteczki. Wspodtczynniki te stuzg do obliczenia promieni hydrodynamicznych czgsteczek
w dane]j populacji lub usrednionych (skumulowanych) promieni wszystkich czgsteczek (Stetefeld et

al., 2016) .

Zestawienie zaleznosci skumulowanego promienia hydrodynamicznego (R) od stezenia biatka
dla obydwu biatek (0,17 mg/ml, 0,5 mg/ml oraz 1,0 mg/ml) w obecnosci 10 mM EDTA lub 10 mM
jondéw wapnia (Rozdziat 4.6.2) zostato pokazane na Rysunku 25C. Wraz ze wzrostem stezenia dOtoll

zwieksza sie R zaréwno w obecnosci EDTA jak i jondw wapnia, jednak w obecnosci jondw wapnia
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wartosci R sg wieksze o 1,1 nm dla stezania 0,17 mg/ml, 1,0 nm dla 0,5 mg/ml i 0,7 nm dla 1 mg/ml
w poréwnaniu do wartosci R w obecnosci EDTA. W przypadku hOtoll (Rysunek 25C), rdznice te sg
stosunkowo niewielkie (0,01 nm dla 0,17 mg/ml, 0,25 nm dla 0,5 mg/ml i 0,05 nm dla 1,0 mg/ml)

i rowne lub mniejsze od rzedu wielkosci odchylenia pomiedzy powtdrzeniami pomiardw.

Ostatnig z serii analiz byly pomiary anizotropii fluorescencji (r) znakowanej ATTO-488 dOtoll
lub hOtoll w obecnosci EDTA lub wzrastajgcego stezenia jondw wapnia (Rozdziat 4.5.4). Zmiany
wartosci r odpowiadajg zmianom swobody rotacyjnej chromoforu w roztworze (Gijsbers et al., 2016).
Zmiany r w roztworach o statej lepkosci i temperaturze zwigzane sg najczesciej ze zmiang wielkosci

badanych czgsteczek - im wieksze czgsteczki tym wieksza wartos¢ anizotropii fluorescencji.

Rysunek 25D. przedstawia wynik pomiaréw r dla dOtoll i hOtoll. Poczatkowo, zaréwno dla
dOtoll, jak i hOtol1, wartos¢ r w obecnosci EDTA jest niska w pordwnaniu do prébek mierzonych w
obecnosci jonéw wapnia. Warto$¢ r w obecnoéci 0,1 mM Ca?* rosnie o ok. 0,05 w stosunku do prébki
bez jonéw (10 mM EDTA), natomiast wobec 100 mM Ca? r rosnie o ok. 0,07. W przypadku prébki
hOtoll poczatkowy wzrost r pomiedzy probg z EDTA, a 0,1 mM Ca?* wynosit 0,036. Wzrost steZenia
jonéw wapnia w prébce nie zmienia znaczaco r, jak w przypadku dOtoll. Rdznica pomiedzy
r zmierzonym w obecnosci 0,1 mM Ca?*, a 100 mM Ca?* jest réwnia jedynie 0,004 i jest w granicach

odchylenia standardowego.

Opisane wyniki SV-AUC, DLS i anizotropii fluorescencji wskazujg, ze szczegdlnie dOtoll
zmienia wtasciwosci hydrodynamiczne wraz ze wzrostem stezenia jondw wapnia. Wtasciwosci te,
jak usredniony wspédtczynnik sedymentacji s34, Wspdtczynnik tarcia f/fo, skumulowany promien
hydrodynamiczny R oraz anizotropia fluorescencji r, wskazujg, ze dOtoll oligomeryzuje wraz ze
wzrostem stezenia jondw wapnia. Wtasciwosci hOtoll w niewielkim stopniu zalezg od stezenia jonéw
wapnia, jednak w ich nieobecnosci wydaje sie mniej stabilna, a ewentualnie powstajgce oligomery s3

stabilizowane przez nawet niewielkie stezenia Ca?*.

5.4. Badania aktywnosci biomineralizacyjnej otoliny-1

Jednym z gtdwnych celéw pracy byto poznanie wptywu otoliny-1 na mineralizacje weglanu
wapnia. Do tej pory dwie prace dotyczace wptywu biatek macierzy otolitycznej na powstawanie
weglanu wapnia in-vitro skupity sie na roli otoliny-1 w procesie biomineralizacji (Moreland et al.,
2014; Tohse et al., 2009). Pomimo ich duzego wktadu w tematyke, nie odpowiedziaty na dwa
kluczowe pytania: Jaka jest rola otoliny-1; czy jest ona nukleatorem, czy inhibitorem wzrostu weglanu
wapnia; gdzie jest zlokalizowana w minerale? Aby odpowiedzie¢ na te pytania, scharakteryzowano

krysztaty weglanu wapnia otrzymane metodg powolnej dyfuzji (Rozdziat 4.9).
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5.4.1. Wptyw otoliny-1 na morfologie i wzrost krysztatow
Badania in vitro procesu biomineralizacji czesto wykonywane sg z uzyciem metody powolnej
dyfuzji (Boskey, 2004). Dzieki zastosowaniu tej metody bioinspirowanej mineralizacji in vitro,
krysztaty wzrastajg wolniej ze wzgledu na ograniczenia w tempie rozktadu wodoroweglanu amonu.
W nastepstwie rozktadu powstajgcy ditlenek wegla dyfunduje w postaci jondéw weglanowych
do roztworu mineralizacyjnego. Zastosowanie opisanej metodologii pozwala na ograniczenie
swobodnego i gwattownego kontaktu przeciwjondw, co jest zasadnicze w badaniu aktywnosci biatka

w procesie biomineralizacji.

Na Rysunku 26 przedstawione zostaty zdjecia SEM krysztatéw weglanu wapnia otrzymanych
w eksperymencie biomineralizacyjnym w metodzie powolnej dyfuzji. Eksperyment trwat 24 godziny.
Krysztaty weglanu wapnia wzrastajgce w obecnosci dOtoll oraz hOtoll rdznig sie morfologia
w poréwnaniu do krysztatdw kontrolnych wzrastajgcych bez biatka. Wiekszo$¢ populacji krysztatéw
kontrolnych wzrastajgcych zaréwno w obecnosci 2 mM, 10 mM jak i 25 mM stezenia CaCl, stanowig
typowe krysztaty romboedryczne. W zaleznosci od stezenia dOtoll lub hOtoll, romboedryczne
krysztaty stopniowo zmieniajg swojg morfologie na wydtuzong wzdtuz osi krystalograficznej c. Zmiana
morfologii jest rowniez uzalezniona od stezenia jonéw wapnia w roztworze, gdzie dla stezenia 2 mM
brak jest zauwazalnych zmian krysztatéw w poréwnaniu do kontroli, a przy wyzszych stezeniach Ca%*
wptyw biatka jest zauwazalny. Krysztaty weglanu wapnia wzrastajgce w obecnosci 10 mM lub 25 mM
CaCl, w roztworze o stezeniu 30 pg/ml, 150 pg/ml lub 300 pg/ml dOtoll lub hOtoll charakteryzujag

morfologia podobng do szybko wzrastajgcych krysztatdw oraz posiadajgcych wiele warstw

(Zaquin et al., 2022).

Zdjecia SEM zostaly przeanalizowane pod katem Sredniej wielkosci i ilosci krysztatow
otrzymanych w obecnosci dOtoll lub hOtoll (Rysunek 27). W odniesieniu do krysztatow kontrolnych,
krysztaty otrzymane w obecnosci biatka s3 mniejsze, jednak zmiana sredniej wielkosci krysztatow
o zaburzonej morfologii romboedrycznej w analizowanej populacji nie jest $cisle powigzana
ze stezeniem biatka (Rysunek 27A). Analiza liczby krysztatéw przypadajacych na mm? centralnej czesci
szkietka biomineralizacyjnego wykazata, ze wraz ze wzrostem stezenia dOtoll lub hOtoll wzrasta

liczba powstajgcych krysztatéw w odniesieniu do warunkéw kontrolnych (Rysunek 27B).
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Kontrola dOtol1
0 pg/mi 30 pg/ml 150 pg/ml 300 pg/ml
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Rysunek 26. Zdjecia SEM krysztatéw weglanu wapnia uzyskanych z eksperymentéw biomineralizacji in vitro. Krysztaty
zostaty otrzymane przy uzyciu metody wolnej dyfuzji w obecnosci dOtol1 i hOtol1 o stezeniu 30 pg/ml, 150 pg/ml oraz
300 pg/ml w buforach o stezeniu 2 mM, 10 mM lub 25 mM CaCl, w ciggu 24 godz. Skala na panelach gtéwnych odpowiada

200 um, natomiast skala zdje¢ wewnetrznych odpowiada 50 pm.
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Rysunek 27. Analiza srednich rozmiaréw (A) i liczby (B) krysztatéw weglanu wapnia. Krysztaty zostaty otrzymane
w obecnosci 30 pg/ml, 150 pg/ml, 300 pug/ml dOtoll lub hOtoll eksperymentach mineralizacji trwajgcych 24h dla

roztworow o stezeniach 2 mM, 10 mM i 25 mM jondéw wapnia wraz z warunkami kontrolnymi.

Pomimo zmian morfologicznych krysztatéw weglanu wapnia w obecnosci dOtoll i hOtol1,
biatka te nie wptywaja na odmiane polimorficzng weglanu wapnia. Analiza otrzymanych krysztatéw
z uzyciem spektroskopii Ramana (Rozdziat 4.10.5) wykazata, ze romboedryczne krysztaty kontrolne,
jak rowniez krysztaty wzrastajgce w obecnosci dOtoll i hOtoll o zaburzonej morfologii
romboedrycznej majg widma charakterystyczne dla krysztatow kalcytowych (Rysunek 28)
(Behrens et al., 1995). W wyniku mineralizacji weglanu wapnia w kazdym z badanych warunkow
powstawata réwniez niewielka populacja waterytowych krysztatow sferycznych  (wyniki
niepokazane). Ze wzgledu na ich niewielkg liczbe, niezmienng morfologie pomiedzy prébami

i warunkami - nie zostaty one ujete w analizie.
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Rysunek 28. Widma mikro-Ramana wybranych krysztatéw weglanu wapnia. Widma krysztatéw otrzymanych w obecnosci
dOtol1 (A) i hOtoll (B) w stezeniach 30 pg/ml, 150 pg/ml, 300 pg/ml biatka i stezeniach 2 mM, 10 mM i 25 mM CaCl, oraz

krysztaty kontrolne uzyskane bez biatka.
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5.4.2. Lokalizacja i dystrybucja otoliny-1 w krysztatach weglanu wapnia

Obecnos¢ dOtoll lub hOtoll w mieszaninie mineralizacyjnej wptywa na zmiany morfologii
krysztatdw weglanu wapnia. Obserwacja krysztatéw z uzyciem SEM dostarcza wielu informacji na
temat wygladu krysztatdw, nieznana jest natomiast lokalizacja biatek. W celu zobrazowania
obecnosci otoliny-1 w trakcie krystalizacji weglanu wapnia, do mieszaniny mineralizacyjnej
dodawano fluorescencyjnie znakowang dOtoll lub hOtoll (Rozdziat 4.9). Dzieki temu wzbudzajac
fluorescencje ATTO-488 mozna byto zaobserwowaé otoline-1 w minerale. Obserwacje prowadzono
wstepnie z uzyciem mikroskopii fluorescencyjnej (Rozdziat 4.10.1) (Rysunek 29). Zdjecia wykonano po
2,5, 6 i 8 godzinach. od poczatku eksperymentu w obecnosci 10 mM CaCl; i 150 pg/ml otoliny-1 w
mieszaninie mineralizacyjnej (Rozdziat 4.9). Juz po 2,5 godz. mozna byto zauwazy¢ krysztaty weglanu
wapnia. Krysztaty kontrolne po 2,5 godz. stanowig romboedry o dtugosci $ciany okoto 25 um, podczas
gdy krysztaty wzrastajgce w obecnosci dOtoll lub hOtoll sg mniejsze i posiadajg zaburzong
morfologie romboedryczng. Podobna zaleznosé obserwowana jest dla krysztatéw po 6 i 8 godz. od
poczatku eksperymentu. W krysztatach wzrastajacych w obecnosci fluorescencyjnie znakowanej
dOtol1 lub hOtoll obserwowana jest emisja bedaca potwierdzeniem obecnosci biatka w krysztale, w
odréznieniu od krysztatdéw wzrastajgcych w warunkach kontrolnych, gdzie dodawany byt tylko wolny

znacznik ATTO-488 (Rysunek 29).

Kontrola dOtol1 hOtol1

Rysunek 29. Krysztaty weglanu wapnia otrzymane w réznych przedziatach czasowych. W eksperymencie otrzymano
krysztaty wzrastajgce w obecnosci 10 mM stezeniu CaCly i 150 pg/ml dOtol1 lub hOtol1l w obecnosci 200 nM biatkami
znakowanymi ATTO-488 oraz w warunkach kontrolnych z 250 nM wolnego ATTO-488. Krysztaty obserwowane byty

za pomocg mikroskopu fluorescencyjnego. Skala odpowiada 50 pum.
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W celu okreslenia lokalizacji dOtol1 lub hOtoll w obrebie krysztatu wykorzystano technike
mikroskopii fluorescencyjnej wzbudzanej dwufotonowo (2PEFM) (Rozdziat 4.10.4), pozwalajaca
na otrzymanie serii zdje¢ pokazujacych przekroje krysztatu na wybranej wysokosci. Wynik
obrazowania krysztatdw w ptaszczyznie x-y co 4 um wzdtuz osi z, wzrastajgcych w mieszaninie
mineralizacyjnej o 25 mM stezeniu jondw wapnia i 150 pug/ml biatka zostat przedstawiony na Rysunku
30. Zmiany koloru od niebieskiego przy niskiej emisji, poprzez zielony do czerwonego, odpowiadajg
wzrostowi stezenia biatka. Wybrane krysztaty weglanu wapnia charakteryzujg sie najwyisza
intensywnoscig emisji w centralnej czesci krysztatu na wysokosci 12-16 um, zmniejszajgcej sie w
kierunku scian. Co interesujace, dla krysztatu weglanu wapnia wzrastajgcego w obecnosci dOtoll
(Rysunek 30A) mozna zauwazy¢ charakterystyczne warstwy emitujgce fluorescencje (zaznaczone
biatymi strzatkami). Krysztaty kontrolne, wzrastajgce w obecnosci niemodyfikowanej dOtoll lub

hOtoll oraz w nieobecnosci biatka, nie wykazuja fluorescencji (Dodatek, Rysunek 39).
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Rysunek 30. Zdjecia przekroju krysztatéw weglanu wapnia uzyskane z pomoca mikroskopii fluorescencyjnej wzbudzanej
dwufotonowo. Krysztaty wzrastaty w obecnosci 150 pg/ml dOtol1 (A) lub hOtol1 (B) z 200 nM fluorescencyjnie
znakowanego dOtol1 lub hOtoll w roztworze 25 mM CaCl,. Charakterystyczne stopnie, bedgce wynikiem powstawania

nowych ptaszczyzn wzrostu spowodowanych osadzaniem sie biatka zaznaczono biatymi strzatkami.
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W celu lepszego zobrazowania powierzchni otrzymywanych krysztatdbw w mieszaninie
mineralizacyjnej o stezeniu 10 mM Ca?* i 150 pg/ml biatka uzyto skaningowego mikroskopu
konfokalnego (CLSM, ang. confocal laser scanning microscopy) (Rozdziat 4.10.3). Rysunek 31.
przedstawia zestawienie obrazow krysztatéw otrzymanych w obecnosci znakowanej ATTO-488
dOtoll lub hOtoll oraz krysztatdw kontrolnych (Rozdziat 4.9). Krysztaty wzrastajgce w obecnosci
znakowanego biatka emitujg fluorescencje w catej objetosci krysztatu, w odréznieniu do krysztatu
kontrolnego. Zwraca uwage obecnos¢ depozytow dOtoll na powierzchni krysztatu. W przypadku

krysztatéw wzrastajgcych w obecnosci hOtoll nie obserwuje sie ich obecnosci.

dOtol1 hOtol1 Kontrola

Mikroskopia
la

na jasnego po

Mikroskopia
fluorescencyj

Rysunek 31. Zdjecia CLMS krysztatéw weglanu wapnia. Krysztaty wzrastaty w obecnosci 150 pg/ml dOtol1 lub hOtol1 i 200
nM biatka znakowanego ATTO-488 , a w przypadku warunkéw kontrolnych - 250 nM wolnym ATTO-488 w 10 mM roztworze

CaCl,. Zdjecia przedstawiajg obraz jasnego pola (panel gérny) oraz zdjecia fluorescencyjne (panel dolny). Skala: 20 um.

5.5. Badania proteomiczne otolitdw Cyprinus carpio oraz Gadiculus argenteus

5.5.1. Przygotowanie otolitéw i macierzy otolitycznej
Badania z uzyciem spektrometrii mas sprzezonej z chromatografig cieczowg (LC-MS/MS),
majgce na celu identyfikacje biatek z mieszaniny w oparciu o podejscie bottom-up, stanowig
niezwykle czutg metode badawczg proteomu. Niewielka ilos¢ materiatu potrzebnego do badania
i mozliwos$¢ pomiaru ztozonych prébek jest jej atutem, biorgc pod uwage ilos¢ macierzy organicznej

znajdujacej sie w otolitach (do 5% masy otolitu, w zaleznosci od gatunku ryb (Kang et al., 2008)).

Analizie poddano dwie grupy otolitéw, pochodzace z karpia Cyprinus carpio oraz otolity
kopalne $lepiora Gadiculus argenteus, datowane na epoke pliocenu (2 — 5 milionéw lat temu)

(Rozdziat 3.4). Macierz organiczng rozdzielono na dwie frakcje - supernatant (sktadniki macierzy
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rozpuszczalne w kwasie octowym uzytym do dekalcyfikacji) oraz osad (sktadniki nierozpuszczalne
w kwasie octowym). W literaturze opisujgcej badania nad otolitami wykorzystywany jest taki podziat
(Murayama et al., 2004), chociaz istnieje mozliwo$¢ zanieczyszczenia jednej czesci frakcji druga.
Co wazne, sktadniki zawarte w obydwu frakcjach sg wytgcznie zlokalizowane wewnatrz otolitu.
W celu wydajnego pozbycia sie makromolekut z powierzchni otolitu prowadzono ich czyszczenie
z mieszaning podchlorynu sodu i nadtlenku wodoru (Rozdziat 4.11.1). Na podstawie zdje¢ SEM oraz
analizy EDS (Rozdziat 4.10.2) oceniono, ze procedura trwajgca 3 godz. jest optymalna, czego wyrazem
sg zmiany powierzchni otolitdw i zmniejszajacy sie udziat azotu, bedacy wyznacznikiem obecnosci
m.in. biatek na powierzchni otolitu (Rysunek 32). Opisang procedure wykorzystano réwniez do

oczyszczania otolitéw kopalnych.

A

% wagowy skladu

Wegiel . Wapn " Tlen  Azot

Rysunek 32. Wynik czyszczenia otolitéw Cyprinus carpio. (A) Zdjecie SEM otolitu typu gwiazdka wraz z obszarami
obserwowanymi podczas czyszczenia. Skala odpowiada 1 mm. (B) Powierzchnia otolitéw w wybranych rejonach
obserwowana w trakcie czyszczenia otolitu po 0, 1, 2 i 3 godz. Skala odpowiada 10 um (C) Wykres przedstawiajgcy wynik

analizy EDS sktadu wagowego powierzchni otolitow wskazujgcy na ubytek azotu wraz z czasem czyszczenia otolitu.
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W celu potwierdzenia powodzenia izolacji sktadnikbw macierzy organicznej, wykonano
elektroforeze SDS-PAGE (Rozdziat 4.11.1) (Rysunek 33). Charakterystyczng cechg zeli obrazujgcych
biatka otolityczne s3 rozmazane pasma, wskazujgce na zaburzony przebieg elektroforezy. Taki efekt
moze by¢ nastepstwem silnej agregacji biatek, ich degradacji lub reakcji Maillard’a pod wptywem

denaturacji termicznej biatek glikozylowanych (Fayle et al., 2001).

Panel A (Rysunek 33) pokazuje elektroforegram macierzy izolowanej z otolitdw kopalnych.
Précz rozmazan, dobrze widoczny jest rédwniez jeden prazek, zaréwno dla prébki osadu jak
i supernatantu, mogacy odpowiada¢ zachowanemu dtugiemu peptydowi. W przypadku macierzy
izolowanej z otolitéw Cyprinus carpio (Rysunek 33B), dla prébki osadu mozna wyszczegélni¢ pasmo
odpowiadajgce masie okoto 55 kDa. Dla prébki supernatantu, dodatkowo mozna zaobserwowac
pasmo odpowiadajgce okoto 25 kDa. Przeanalizowano rowniez sktad biatkowy endolimfy
Cyprinus carpio pobranej w trakcie izolacji otolitéw (Rozdziat 3.4). Rysunek 33C przedstawia wynik
elektroforezy probki endolimfy z widocznymi pasmami, wskazujgcymi na duzg ilos¢ dobrze
rozdzielonych biatek. Wyniki elektroforezy byty wystarczajgcym argumentem za kontynuacjg badan

z uzyciem LC-MS/MS.

Macierz izolowana z otolitéw Fsrsit it : ; Biatka endolimfy z ucha
A kopalnych Gadiculus argenteus B Macierz izolowana z otolitow Cyprinus carpio C WeWeVANSIO CYpFinus carpio
\"
W
‘“"‘@
Osad kD Supernatant
[kDa] [kDa] ' [kDa] p [kDa]
250 Ly e 116
250
150 F 150
116 E 66,2 .
100 100 —
75 66,2 70
45
50 R 50 “ i —— —
37 45 -—
40 35
35 [N "
25 30
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15 20 , ’
10 184 !
P 15 :2’: — —

Rysunek 33. Zdjecia zeli SDS-PGE macierzy otolitow. (A) Sktadniki macierzy otolitow kopalnych Gadiculus argenteus oraz
(B) Cyprinus carpio, zele barwione azotanem srebra. (C) wyniki SDS-PAGE dla prébki endolimfy Cyprinus carpio, zel barwiony

btekitem Coomassie.

5.5.2. Identyfikacja biatek macierzy kopalnych otolitéw Gadiculus argenteus

Do identyfikacji biatek macierzy organicznej kopalnych otolitéw Gadiculus argenteus
wykorzystano jedynie okoto 7 ug osadu macierzy. Ze wzgledu na brak bazy danych proteomu $lepiora

Gadiculus argenteus oraz nierozbudowanej bazy danych dla jego bliskiego krewnego, dorsza Gadus
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morhua, identyfikacje biatek przeprowadzono na podstawie homologii biatek z bazy sekwencji

zdeponowanych w NCBI dla gromady ryb promienioptetwych (Actinopterygii).

Wyniki pomiaréw LC-MS/MS z uzyciem analizy Mascot zidentyfikowaty 64 biatka, z czego
24 stanowity zanieczyszczenia pochodzenia ludzkiego. Dodatkowo z analizy wykluczono 16 biatek, co
do ktérych byty watpliwosci, czy sg rybimi czy zanieczyszczeniami ludzkimi. W$réd pozostatych
24 zidentyfikowanych biatek znaleziono dwa biatka bezposrednio zaangazowane w proces
biomineralizacji otolitéw: biatko homologiczne do biatka hipotetycznego hypothetical protein
cypCar_00010099 z Cyprinus carpio (KAF7668332.1) oraz biatko macierzy otolitycznej homologiczne
do Otolith matrix protein 1 (OMP1) z Acipenser ruthenus (RXN0O0013.1). Najprawdopodobniej, biatko
zidentyfikowane na podstawie homologii do KAF7668332.1 jest biatkiem podobnym do Starmaker.
Zidentyfikowane peptydy zostaty przypisane do biatek na podstawie minimum jednego unikalnego

peptydu, szczegdtowe informacje na temat wynikow zostaty zestawione w Tabeli 13.

Tabela 13. Peptydy zidentyfikowane w wyniku analizy proteomu macierzy kopalnych otolitow Gadiculus argenteus.

Tabela zestawia identyfikatory NCBI biatek, do ktérych zostaty przypisane peptydy na zasadzie homologii w trakcie analizy

Mascot.

IDENTYFIKATOR WSKAZNIK LICZBA ZIDENTYFIKOWANYCH .

ORGANIZM SEKWENCJE PEPTYDOW
NCBI MASCOT PEPTYDOW
. ETSETPDKSDTDSDSDTDEVK (unikalny)

Cyprinus

KTF88849.1 . 91 2

carpio EMDEMMOQNLPSRPSSEMEK (+2
oksydacje reszty M)

Acipenser .

RXN00013.1 57 1 CVAENLGDVAFVK (unikalny)
ruthenus

5.5.3. Identyfikacja biatek macierzy otolitéw i endolimfy Cyprinus carpio
Badania proteomiczne odkrywajg ztozonos¢ procesu mineralizacji otolitéw i regulacji
procesOw zaangazowanych w ich wzrost. W wyniku badan skupiajacych sie nad poznaniem proteomu
Acanthopagrus butcheri z rodziny prazmowatych, Thomas i wsp. (2019), zidentyfikowali okoto 380
biatek znajdujacych sie wewnatrz otolitu. W przypadku otolitéw Danio rerio udato sie zidentyfikowac

52 biatka wytgcznie zaangazowanych w mineralizacje (Kalka et al., 2019).

Frakcje macierzy organicznej wyizolowane z otolitdw Cyprinus carpio oraz endolimfa z ucha
wewnetrznego zostaty zbadane pod katem ich proteomu. W wyniku pomiaréw LC-MS/MS udato sie
zidentyfikowa¢ 179 biatek osadu, 355 biatek supernatantu i 1468 endolimfy, po odjeciu biatek
stanowigcych zanieczyszczenie (Rozdziat 4.11). Cze$¢ biatek byta wspdlna dla badanych frakcji
(Rysunek 34). Analiza ich sekwencji aminokwasowych z uzyciem narzedzia STRING
(Szklarczyk et al., 2019) wykonana osobno dla osadu, supernatantu i endolimfy oraz ich wspdlnych

elementow, wykazata zaangazowanie biatek w szereg proceséw biologicznych.
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Supernatant Osad Rysunek 34. Wykres Venna dla biatek zidentyfikowanych w
otolitach Cyprinus carpio. Wykres pokazuje liczbe biatek i ich udziat
w zidentyfikowanych frakcjach supernatantu lub osadu, oraz

w endolimfie ucha wewnetrznego.

Biatka zidentyfikowane w osadzie, w gtéwnej

mierze zostaty przypisane do proceséw biologicznych

powigzanych z regulacjg estryfikacji i transportu
1384
(77.2%)

cholesterolu i fosfolipidow, tworzenia czasteczek
lipoprotein HDL i LDL, odpowiedzia immunologiczng

ostrej fazy, organizacji widkien kolagenu i organizacji

Endolimfa

macierzy zewngatrzkomarkowej, procesowania biatek i ich
proteolizy, rozwojem tkanki zmineralizowanej oraz rozwojem ucha wewnetrznego. Z kolei biatka
supernatantu zostaty powigzane z mineralizacjg i wzrostem otolitéw, rozwojem tkanki
zmineralizowanej, regulacjg cholesterolu, fosfolipidéw i lipoprotein, morfogeneza chondrocytéw,
rozwojem chrzgstki i kosci, organizacja widkien kolagenu, detekcjg bodZcéw mechanicznych,
metabolizmem glikozaminoglikandw oraz o-glikozylacjg biatek, procesowaniem biatek i ich
degradacjg oraz krzepnieciem krwi. Biatka z endolimfy zostaty powigzane z biosyntezg fosfokreatyny,
regulacjg cholesterolu, fosfolipidéw i lipoprotein, szeregiem procesdow metabolicznych — glikolizg,
cyklem Krebsa, glukoneogeneza, katabolizmem weglowodandw, metabolizmem ATP i fosforylacjg
nukleozyddw oraz $ciezkg aktywacji uktadu dopetniacza. Wspdlnymi rolami biologicznymi dla biatek
osadu oraz supernatantu byty: regulacja aktywnosci peptydaz oraz organizacja macierzy
zewnatrzkomoérkowej. W przypadku pary supernatant-endolimfa byly to regulacja estryfikacji
cholesterolu i lipoprotein oraz regulacja aktywnosci peptydaz. Z kolei biatka wspdlne dla osadu
i endolimfy byty powigzane z organizacjg wtdkien kolagenu. Biatka wspdlne zaréwno dla osadu,
supernatantu i endolimfy zostalty zakwalifikowane jako czasteczki lipoprotein oraz biatka

zewnatrzkomorkowe.

Z perspektywy relacji struktura-funkcja, biatka osadu zostaty przypisane do transferyn,
kolagendéw, inhibitorow proteaz serynowych, alfa-2-makroglobulin, biatek filamentu posredniego
oraz zawieraty domeny brichos, GLA, domeny czynnika von Willebranda (vwf) typu c oraz domeny
podobne do EGF. Podobnie jak w przypadku osadu, biatka supernatantu zostaty przypisane do
transferyn, kolagendw, biatek zawierajgcych domene c¢ czynnika von Willebranda, domene brichos,
GLA, EGF, inhibitorow serynowych, alfa-2-makroglobulin oraz biatek podobnych do cystatyn. Biatka
endolimfy zostaty przyporzadkowane do rodziny fancuchéw alfa/beta fibrynogenu, homologdéw

14.3.3., biatek z motywem EF, alfa-2-makroglobulin, C-koricowej domeny netryny, biatek filamentu
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posredniego, serpin oraz biatek podobnych do cystatyny. Wspdlnymi cechami biatek osadu
i supernatantu byly serpiny oraz biatka zawierajgce reszte GLA. Dla osadu i endolimfy byty to
C-koncowa domena kolagenéw oraz domena czynnika von Willebranda typu c, natomiast dla pary
supernatant i endolimfa byty to C-koricowa domena netryny oraz kolagendw, alfa-2-makroglobuliny

i domena Kringle.

5.5.4. Identyfikacja otoliny-1 z Cyprinus carpio oraz jej potencjalnych izoform
Liczba zidentyfikowanych biatek w otolitach i endolimfie karpia oraz przypisane
im réznorodne role biologiczne stanowig podstawe do dyskusji na temat biologicznej réznorodnosci
potrzebnej do powstania otolitéw. Ztozonos$¢ proteomu rybich otolitdw, ale réwniez ssaczych
otokonidw, jest réwniez ciekawa ze wzgledu na wystepowanie wielu biatek homologicznych

iichizoform.

W wyniku analizy proteomu macierzy organicznej otolitdw Cyprinus carpio (Rozdziat 4.11)
zidentyfikowano otoline-1 - izoforme A, o numerze NCBI XP_042626436.1 oraz biatko podobne do
otoliny-1-A o numerze XP_042573819.1. Dane dotyczace identyfikacji zostaty przedstawione w Tabeli
14. Dodatkowo, w trakcie analizy z uzyciem narzedzia STRING, biatka hipotetyczne KTF91234.1,
KTG32917.1 oraz biatko XP_042626674.1 (inner ear-specific protein-like), zidentyfikowane w otolitach
karpia zostaty powigzane z izoformg B otoliny-1 z Danio rerio (identyfikator: E7FAJ7). Zestawienie
sekwencji zidentyfikowanych w programie Clustal Omega biatek z izoformami A oraz B otoliny-1
z Danio rerio oraz analiza identycznosci ich sekwencji zostata przedstawiona w Tabeli 15. Wszystkie
znalezione biatka wykazujg wzgledem siebie wysoki poziom podobienstwa oraz charakteryzujg sie
obecnoscig krotkiej domeny podobnej do kolagenu zlokalizowanej w centralnej czesci sekwencji
aminokwasowej oraz C-koncowej globularnej domenie Clqg (sekwencje zostaty zestawione
w Dodatku). Co ciekawe, biatko podobne do otoliny-1-A z Cyprinus carpio (XP_042573819.1)
zachowuje wysoki poziom podobienstwa do otoliny-1-A z Cyprinus carpio oraz Danio rerio,
w odrdznieniu od innych zidentyfikowanych biatek macierzy otolitéw Cyprinus carpio. Biatko
podobne do otoliny-1-A zostato zidentyfikowane w supernatancie z pokryciem sekwencji
10%, natomiast otolina-1-A we frakcji osadu, z pokryciem sekwencji 9%. Obydwie sekwencje rdznig
sie peptydem MQFSLKRRERRGVTQVQRLATCT na koncu-N oraz pojedynczymi substytucjami reszt
aminokwasowych. Mozliwe zatem, ze obydwa biatka odpowiadajg otolinie-1-A z rdznicg dotyczaca

zawartosci sekwencji sygnatowej.
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Tabela 14. Otolina-1 i jej potencjalne izoformy zidentyfikowane w otolitach Cyprinus carpio. Tabela przedstawia

podsumowanie najwazniejszych danych po analizie Mascot, w rozrdznieniu na frakcje osadu i supernatantu.

LICZBA SEKWENCIE
WYNIK Mw
RODZINA NR. NCBI NAZWA [KDA] PEPTYDOW
MASCOT | [KDA ZNACZACE | UNIKALNE
(SEKWENCIE) A
OSAD
1 XP_042626436.1 otolin-1-A 333 54,378 9 (4) 4 4
hypothetical protein
KTF91234.1 3186 57,465 96 (9) 9 3
cypCar_00022286
2 XP_042626674.1 Inner ear-specific collagen-like 2705 50,907 93 (9) 3 1
hypothetical protein
KTG32917.1 597 43,573 46 (5) 2 2
cypCar_00011378
SUPERNATANT
1 XP_042573819.1 otolin-1-A-like 623 51,824 15 (5) 5 5
hypothetical protein
KTF91234.1 1859 57,465 65 (10) 10 3
cypCar_00022286
2 XP_042626674.1 inner ear-specific collagen-like 1594 50,907 66 (9) 2 1
hypothetical protein
KTG32917.1 472 43,573 44 (4) 1 1

cypCar_00011378

Tabela 15. Macierz podobieristwa sekwencji aminokwasowych otoliny-1 z Cyprinus carpio i jej potencjalnych izoform.

Macierz przedstawiona zostata w formie procentu podobienstwa miedzy danymi sekwencjami.

E7FAJ7 A5PN28 XP_042626436.1

KTF91234.1

XP_042626674.1

KTG32917.1

XP_042573819.1

E7FAJ7
(otolin-1-B, D.rerio)

100,00 80,00 77,53

86,63

86,11

83,30

53,78

A5PN28
(otolin-1-A, D.rerio)

80,00 100,00 87,93

80,77

80,25

85,89

85,89

XP_042626436.1
(otolin-1-A, C,carpio)

77,53 87,93 100,00

78,05

74,16

91,14

94,56

KTF91234.1
(hypothetical protein
cypCar_00022286, C.carpio)

86,63 80,77 78,05

100,00

93,38

90,25

55,34

XP_042626674.1
(inner ear-specific collagen-
like, C.carpio)

86,11 80,25 74,16

93,38

100,00

93,53

55,39

KTG32917.1
(hypothetical protein
cypCar_00011378, C.carpio)

83,30 85,89 91,14

90,25

93,53

100,00

47,91

XP_042573819.1
(otolin-1-A-like, C.carpio)

53,78 85,89 94,56

55,34

55,39

47,91

100,00
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6. Dyskusja

Macierz organiczna otolitow i otokonidw to bogata mieszanina makromolekut odpowiedzialna
za precyzyjne formowanie biomineratéw weglanu wapnia w okreslonym czasie i miejscu. Badania nad
procesami biomineralizacji sg zagadnieniami interdyscyplinarnymi. W kontekscie kontroli
makromolekularnej, réznorodnosé proteomu jest jedynie jedng z wielu zmiennych wptywajgcych
na proces biomineralizacji. Na przyktad sama ilo$¢ biatek identyfikowanych w strukturach
biomineralnych moze sie radykalnie rézni¢ miedzy réznymi organizmami: u koralowca z gatunku
Stylophora pistillata zidentyfikowano jedynie 36 biatek macierzy organicznej biomineratu
(Drake et al., 2013), a w przypadku badan proteomicznych nad matzami z gatunku Crassostrea gigas,
Mytilus edulis i Pecten maximus udato sie zidentyfikowaé¢ odpowiednio 55, 46, oraz 46 biatek
macierzy rozpuszczalnej muszli (Arivalagan et al.,, 2017). Znacznie wiecej biatek znaleziono
w otolitach Acanthopagrus butcheri (380 biatek) (Thomas et al.,, 2019). Wydaje sie wiec, ze
biomineralizacja jest procesem wielopoziomowym i niezwykle skomplikowanym. Wstepnym etapem
jego zrozumienia sg badania prowadzone z wykorzystywaniem modeli biomineralizacji

in vitro, ktére m.in. stanowity gtéwng wykorzystywang metodyka w tej pracy.

Gtéwnym celem pracy byto poznanie wtasciwosci molekularnych otoliny-1 z Danio rerio i Homo
sapiens. Praca zostata wykonana w oparciu o badania biochemiczne i biofizyczne rekombinowanych
biatek, ekspresjonowanych w komodrkach bakteryjnych. Zachowanie otoliny-1 w procesie
bioinspirowanej mineralizacji weglanu wapnia in vitro zostato przebadane w oparciu o system
powolnej dyfuzji. Szereg badan zostat uzupetniony o analize proteomu otolitéw Cyprinus carpio
skierowang na poszukiwanie izoform otoliny-1, oraz w czes$ci na badania proteomiczne nad otolitami

kopalnymi Gadiculus argenteus.

Pierwsze doniesienia na temat otoliny-1 ukazaty sie w pracy Davisa i wsp. (1995), w ktdrej
zidentyfikowano biatko kolagenowe, specyficzne dla ucha wewnetrznego ryby Lepomis macrochirus.
Siedem lat pdziniej, w 2002 roku, Murayama i wsp. dokonali wstepnej charakterystyki biatka
z Oncorhynchus keta, nazywajac je otoling-1. Pomimo identyfikacji waznego sktadnika macierzy
organicznej otolitéw, wykazujgcego wysokie podobienstwo do homologa ludzkiego, do tej pory nie
zostata wykonana dogtebna charakterystyka biofizyczna biatka, a badania z zakresu aktywnosci
biomineralizacyjnej otoliny-1 potrzebowaty uzupetnienia. Zaprezentowane w pracy badania rozwijajg
tematyke badan podstawowych nad procesem biomineralizacji, w szczegdlnosci relacje struktura-

funkcja otoliny-1.
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6.1. Analiza bioinformatyczna sekwencji i preparacja otoliny-1

Otolina-1 jest krétkim biatkiem podobnym do kolagenu, ktére nalezy do rodziny biatek Clq.
W swojej budowie, podobnie jak inne biatka z rodziny, posiada trzy domeny - N-koricowg domene
niekolagenowg (NC-N'), centralnie potozong domene kolagenopodobng posiadajgcy trzy segmenty
COL1, COL2 i COL3, oraz C-koncowag domene globularng Clg. Jako biatko sekrecyjne, otolina-1
posiada 23-aminokwasowy peptyd sygnatowy, ktdry zostaje usuniety z biatka. Otolina-1 wykazuje
wysoki poziom homologii miedzy gatunkami, oraz zachowane w toku ewolucji sekwencje w obrebie
domeny kolagenopodobnej i Clg. Otolina-1 jest biatkiem bezposrednio zaangazowanym w proces
biomineralizacji. Analiza tadunku netto biatka i jego hydrofobowosci plasuje otoline-1 w grupie biatek

natywnie sfatdowanych.

Analiza sekwencji aminokwasowej otoliny-1 z Danio rerio i Homo sapiens z uzyciem narzedzi
bioinformatycznych potwierdzita wysoki poziom ich podobienstwa. Poznanie wtasnosci
molekularnych biatek moze dostarczyé interesujgcych informacji takze w kontekscie prac nad

terapiami chordb takich jak BPPV (Wu et al., 2020; Irugu et al., 2021).

Poréwnanie sekwencji aminokwasowej dwéch homologéw wykazato, ze biatko wykazuje
najwyzszy poziom podobiestwa w obrebie domeny Clg oraz rejonie COL2 domeny
kolagenopodobnej, co moze $wiadczy¢ o szczegdlnym znaczeniu tych czesci dla zachowania struktury
i funkcji biatka. W rzeczywistosci, domena Clq jest elementem stabilizujgcym trimery biatek
nalezacych do rodziny Clq (Ressl et al.,, 2015). Zwracajg rowniez uwage ciggi powtorzen reszt
cysteinylowych obydwu homologédw w obrebie domeny NC-N'. Dla biatek rodziny C1g powtdrzenia te
sg szczegllnie istotne ze wzgledu na tworzenie stabilnych oligomeréw wysokiego rzedu

(Ressl et al., 2015).

Otolina-1 charakteryzuje sie nadreprezentacjg reszt Gly i Pro w sekwencji w odniesieniu do
bazy biatek SwissProt 51, przewyzszajgc nawet kolageny petnej dtugosci (Ramshaw et al., 1998).
Kolejng cechg wspdlng dla kolagendéw petnej dtugosci i krotkim biatkiem podobnym do kolagenu,
jakim jest otolina-1, jest wystepowanie powtdrzen (Gly-X-Y).. Powtdrzenia te rdznig sie
czestotliwoscig wystepowania tréjek Gly-Pro-Pro i Gly-Pro-Y pomiedzy homologami, oraz miedzy
ludzka otoling-1, a ludzkimi kolagenami petnej dtugosci. Czestotliwos¢ powtdrzen Gly-Pro-Pro i Gly-
Pro-Y wynosi 8,3% i 11,1% oraz 2,7% i 9,3% odpowiednio dla otoliny-1 z Danio rerio i Homo sapiens w
poréwnaniu do szacowanej na 10,4% i 17,6% dla kolagenéw ludzkich (Ramshaw et al., 1998). Biorac
pod uwage powyzisze dane mozna przyjgé zatozenie, ze otolina-1 nie jest typowym kolagenem, i

moze czynic z niej unikalne biatko kolagenopodobne, wystepujace jedynie w uchu wewnetrznym.

Wstepne analizy bioinformatyczne przedstawity otoline-1 jako biatko mogace stanowié

wyzwanie pod wzgledem nadekspresji. W literaturze mozna znalei¢ prace, w ktérych
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nadekspresjonowana byta domena Clqg otoliny-1 w komodrkach bakteryjnych (Hotubowicz et al.,
2017) oraz mysia i ludzka otolina-1 - w komodrkach prokariotycznych (Moreland et al., 2014).
Przygotowujgc sie do wybrania metody nadekspresji rozwazono wiele opcji. Otolina-1 jest biatkiem
wyltacznie zwierzecym, ktdre w wyniku ekspresji jest modyfikowane potranslacyjnie - potencjalnie
hydroksylowane i glikozylowane. W pracy Murayamy i wsp. (2002) zidentyfikowano potencjalne
miejsca glikozylacji w obrebie domeny NC-N'i Clq, ktére wedtug autoréw mogtyby przyczyniaé sie do
agregacji biatka. Wprowadzenie grup hydroksylowych na resztach prolilowych w natywnych
kolagenach jest zwigzane z zapewnieniem stabilnosci biatka (Rappu et al., 2019). Modyfikacja ta jest
z reguty wprowadzana na miejscu Y w powtdrzeniach Gly-X-Y. Ze wzgledu na wymienione
modyfikacje rozwazano nadekspresje otoliny-1 w komédrkach prokariotycznych, jednak po konsultacji
z K. Morelandem, autorem pracy o otolinie-1, zdecydowano sie na prébe nadekspresji biatka
w komodrkach bakteryjnych po optymalizacji sekwencji nukleotydowej do uzycia w komodrkach
Escherichia coli. Decyzja ta zostata umocniona doniesieniem o nadekspresji adiponektyny
w komorkach bakteryjnych, ktora réwniez nalezy do rodziny Clqg (Rothan et al., 2012; Yamauchi et
al., 2001). Dodatkowo, fragment podobny do kolagenu otoliny-1 jest stosunkowo krétki (okoto 200
aminokwaséw) w poréwnaniu do 662 aminokwaséw fancucha al kolagenu X lub 3152 aminokwasow
tancucha a3 kolagenu VI (Ricard-Blum, 2011). Podobnie udziat procentowy powtdrzen, w ktdrych
mogtaby wystepowac hydroksyprolina jest mniejszy niz w kolagenach. W literaturze opisane zostaty
krétkie bakteryjne biatka kolagenowe, ktdre z powodzeniem byty nadekspresjonowane w komadrkach
Escherichia coli (Yu et al.,, 2014). Ze wzgledu na planowane eksperymenty wymagane byto
uzyskiwanie biatka z wysokg wydajnoscig, mozliwie szybkg procedurg hodowli komérkowe;j i
oczyszczania, co udato sie uzyska¢ w komodrkach bakteryjnych. Opracowana procedura ekspresji i
oczyszczania biatka okazata sie skuteczna, a jej stusznos$é zostata potwierdzona badaniami nad

wiasciwosciami otoliny-1, a prace nad otrzymaniem hydroksylowanego biatka trwaja.

Na opracowanie metody nadekspresji i oczyszczania otoliny-1 z Danio rerio i Homo sapiens
w komarkach bakteryjnych sktadato sie wiele godzin pracy i nieudanych préb. Poczgtkowo testowano
konstrukt genetyczny w plazmidzie pCold-TF (TaKaRa), pozwalajgcy na nadekspresje biatka fuzyjnego
z biatkiem trigger factor (TF) na koncu-N biatka docelowego (Qing et al., 2004). Obecnos¢ TF pozwala
na zwiekszenie rozpuszczalnosci biatek rekombinowanych. Mimo korzysci wynikajacych z metody,
jakimi byty wysoki poziom ekspresji i obecnos¢ biatka we frakcji biatek rozpuszczalnych, napotkano
problemy przy oczyszczaniu preparatu. Z tego wzgledu zdecydowano sie na kontunuowanie pracy
z konstruktami w plazmidzie pQE80-L i dobrania satysfakcjonujgcych warunkéw nadekspresji.
W wyniku optymalizacji metody udato sie znalez¢ warunki ekspresji w komdrkach E. coli ArcticExpress
(DE3), w ktdrych biatka byly ekspresjonowane ze stosunkowo wysokg wydajnoscig oraz

w przewazajgcej wiekszosci w formie rozpuszczalnej. Komérki ArcticExpress (DE3) pozwalaja
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na ekspresje biatek trudno rozpuszczalnych. Nadekspresja w niskiej temperaturze, rzedu 12-16°C
wptywa na szybko$¢ wzrostu bakterii i spowolnienie tempa nadekspresji biatka, ktére wraz
z obecnoscig czaperonin Cpnl0O i Cpn60 wptywajg na poprawne fatdowanie biatka i jego

rozpuszczalnosé (Ferrer et al., 2003).

Opracowana dwuetapowa metoda oczyszczania dOtoll i hOtoll pozwala na uzyskanie
duzych ilosci biatka w krétkim czasie. Poczatkowo do lizy komdrek bakteryjnych uzywano cyklu
rozmrazania, zamrazania i ponownego rozmrazania komoérek oraz dodatkiem do ekstraktu lizozymu,
jednak metoda ta nie byta wystarczajagco wydajna. Uzycie ultradZzwiekéw pozwolito na szybka
dezintegracje komodrek, bez uszczerbku dla jakosci otrzymywanego preparatu. W trakcie oczyszczania
zauwazono, ze podczas drugiego etapu - sgczenia molekularnego, dOtoll jak i hOtoll opuszczajg
kolumne w formie najlepiej zdefiniowanych szczytéw w obecnosci wysokiego stezenia NaCl réwnego
600 mM. Majac na uwadze, ze tak wysoka sita jonowa mogtoby wptywaé na wyniki przysztych badan
biofizycznych znaleziono najnizsze stezenie NaCl, przy ktérym biatko nie tracito swoich wtasciwosci
i rozpuszczalnosci, réwne 300 mM. Juz na poczatkowych etapach pracy mozna byto zauwazyé
sktonno$é biatek do oligomeryzacji. Co ciekawe, homolog ludzki wykazywat mocniejszg tendencje

od rybiego.

6.2. Badania roli otoliny-1 w biomineralizacji weglanu wapnia

Opracowanie wydajnej i powtarzalnej metody oczyszczania dOtoll i hOtoll byto
przetomowym momentem pracy. Pozwolito ono na realizacje jej gtdwnych celdw, na ktdre sktadaty
sie analiza wtasciwosci molekularnych otoliny-1, okreslenie jej funkcji w tworzeniu krysztatéw
weglanu wapnia w procesie bioinspirowanej mineralizacji in vitro oraz szeregu analiz proteomu
otolitéw. Badania biofizyczne wykorzystane do realizacji pierwszego celu skupiaty sie na poznaniu
podstawowych wtasciwosci biatka i zostaty rozwiniete w kontekscie wptywu jondw wapnia na jego
wtasciwosci. W gtéwnej mierze badania zostaty wykonane w oparciu o techniki spektroskopowe
jakimi sg CD i fluorymetria oraz w oparciu o techniki okreslajgce wtasciwosci hydrodynamiczne biatka
- ultrawirowanie analityczne, dynamiczne rozpraszanie $wiatta czy saczenie analityczne. Jedng
z najnowoczesniejszych i silnie rozwijanych technik uzytych w pracy byto obrazowanie otoliny-1 przy
pomocy kriomikroskopii elektronowej. Pomimo potowicznego sukcesu tej ostatniej, zaprezentowane
wyniki sg interesujgce i dobrze rokujg na przysztos¢. Warto nadmienié, ze otolina-1 byta pierwszym
biatkiem w Laboratorium Biochemii i Biologii Molekularnej, ktére zostato poddane obrazowaniu

z uzyciem tej metody.

Druga czes$¢ badan dotyczyta roli otoliny-1 w mineralizacji weglanu wapnia. Wykorzystana

metoda powolnej dyfuzji opisana przez Albecka i wsp. (1996) zostata zaadaptowana do pracy
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w mniejszej skali (Woijtas, et al., 2012). Otrzymywane w jej wyniku syntetyczne krysztaty weglanu

wapnia wzrastajgce w obecnosci otoliny-1 byty charakteryzowane z uzyciem metod mikroskopowych.

Ostatnia cze$¢ pracy prezentowata wyniki badan proteomicznych macierzy organicznej
otolitdw. Badania nad identyfikacja biatek otolitdw kopalnych Gadiculus argenteus wpisujg sie
w dziedzine badan nazwang paleoproteomika (Warinner et al., 2022). Pomimo rozktadu biatek
po Smierci zwierzecia (okres pottrwania wigzania peptydowego wynosi ok. 600 lat (Radzicka
Wolfenden, 1996)), w odpowiednich warunkach cze$¢ biatek moze zosta¢ zachowana przez setki,
tysigce, czy nawet miliony lat (Schroeter et al., 2022). W literaturze opisywane sg badania majgce
ustali¢ zachowany przez lata sktad biatkowy tkanek i organizmdéw zmineralizowanych, jak badania nad
okoto 7000-letnimi muszlami matzy Pseudunio auricularius (Sakalauskaite et al., 2020), kopalnymi
koralowcami z gatunku Orbicella annularis datowanymi na plejstocen (Drake et al., 2020), czy kos¢mi
mamuta Mammuthus primigenius réwniez datowanymi na ere plejstocenu (okoto 43 000 lat temu)
(Cappellini et al., 2012). W badaniach kopalnych otolitéw Gadiculus argenteus podjetych w tej pracy
zidentyfikowano dwa biatka niewatpliwie zwigzane z biomineralizacjg otolitdw, niestety nie otoline-1.
Prace zamykajg badania nad otolitami Cyprinus carpio, bedace kontynuacjg badan prowadzonych juz
wczesniej w Laboratorium przez dr inz. Marte Kalke (niepublikowane). W tej czesci skupiono sie na

globalnej analizie zidentyfikowanych biatek oraz poszukiwaniu potencjalnych izoform otoliny-1.

Wykonane w trakcie pracy badania pogtebity wiedze o otolinie-1 jako biatku aktywnie
uczestniczagcym w biomineralizacji weglanu wapnia. Ponizej przedstawiono dyskusje wynikow

eksperymentalnych.

6.3. Wtasciwosci molekularne rybiej i ludzkiej otoliny-1 — podobieristwa i
réznice

Pomimo podkreslanej roli otoliny-1 w biomineralizacji otolitéw i otokonidéw
(Thomas et al., 2019) pytania dotyczace struktury i funkcji biatka pozostawaty bez odpowiedzi.
Wstepne analizy z uzyciem spektroskopii dichroizmu kotowego oraz ultrawirowania analitycznego
pokazaty wspdlne cechy dOtoll i hOtoll, tym samym potwierdzajgc wczesniej zaobserwowane
podczas analiz bioinformatycznych podobieistwa. Spektroskopia CD wykazata, ze oba biatka
wykazujg podobienstwa w strukturze drugo- i trzeciorzedowej. Ze wzgledu na budowe domenowa
otoliny-1 charakterystyczng dla biatek z rodziny Clg, widma CD dOtoll i hOtoll sg wypadkowa
struktur domeny podobnej do kolagenu oraz domeny globularnej Clqg. W wyniku dekonwolucji
widma z uzyciem programu CDNN, wykazano, ze okoto 26-28% biatka stanowig struktury B, gtéwny
element domeny Clq oraz struktury zakwalifikowane jako "przypadkowe" lub "inne" (38-39%).
Ze wzgledu na podobienstwo widm CD helisy poliprolilowej, potréjnej helisy kolagenowej oraz

konformacji ktebka statystycznego (Fasman, 2013), na konformacje dOtoll i hOtoll
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najprawdopodobniej przypadajg udziaty tych struktur, niezaleznie od struktury B. Widmo CD
w zakresie bliskiego ultrafioletu cechuje sie szerokim pasmem przejscia pomiedzy 350-240 nm, ktore
moze by¢ rezultatem obecnosci mostkédw disiarczkowych w domenie NC-N', jak réwniez sporg

obecnoscig reszt aromatycznych w biatkach.

Biatka z rodziny Clqg tworzg oligomery wysokiego rzedu, ktére ze wzgledu na globularne
glowy Clqg i domeny kolagenopodobne przypominajg ksztattem bukiet kwiatow (Kishore, 2000).
Adiponektyna, wielofunkcyjne biatko hormonalne zaangazowane w szereg proceséw metabolicznych
nalezy do biatek z rodziny Clg. Wystepuje w formie oligomeréw réznych rzeddéw
(Bobbert et al., 2005). Otolina-1 posiada rowniez elementy charakterystyczne dla biatek z rodziny
Clqg. Jej zdolnos$¢ do oligomeryzacji zostata zauwazona juz na etapie oczyszczania. Eksperymenty
z uzyciem sieciowania chemicznego wykazaty, ze biatko wspdtwystepuje w wielu formach
oligomerycznych. Szczegétowe badania z uzyciem ultrawirowania potwierdzity te przypuszczenia
i rzucity wiecej Swiatta na proces oligomeryzacji. hOtoll tworzy oligomery wyzszych rzeddéw niz
dOtoll, ktére wydajg sie byé mniej podatne na dziatanie warunkdw s$rodowiska. Obydwa biatka
odbiegajg ksztattem od sferycznego. Rzedowos$¢ oligomeréw dOtoll i hOtoll w obecnosci czynnika
redukujgcego mostki disiarczkowe (2-merkaptoetanolu) zmniejsza sie, co sugeruje istotng role reszt
Cys w utrzymaniu struktury oligomeréw. W porédwnaniu do innych biatek z rodziny Clq, otolina-1
rowniez posiada zachowany w toku ewolucji cigg powtdrzen reszt cysteinylowych w domenie NC-N',

ktory odpowiada za scalanie trimerdw biatka w heksamery i w struktury wyzszego rzedu.

Tworzone przez otoline-1 oligomery wysokiego rzedu, przekraczajagce 300 kDa byty
argumentem przemawiajacym za powodzenie obrazowania biatka z uzyciem CryoEM. W literaturze
mozna znalez¢ prace dotyczace obrazowania NS-TEM adiponektyny - biatka o masie okoto 30 kDa
(Pascolutti et al., 2020; Radjainia et al., 2008; Suzuki et al., 2007; Tsao, 2014) oraz zdjecia EM mysiej
otoliny-1 (Moreland et al., 2014). Otrzymane obrazy oraz wysokorozdzielcze klasy 2D adiponektyny
byly dodatkowym argumentem przemawiajgcym za podjeciem badan CryoEM. Ze wzgledu na
uzyskanie czasu pracy w centrum Solaris (Krakdw) na wysokiej kasy mikroskopie Titan Krios G3i na
podstawie wniosku, zostata podjeta préoba obrazowania otoliny-1 technikg mikroskopii
krioelektronowej. Przedstawiona w pracy klasa 3D najprawdopodobniej odpowiada fragmentowi C-
konca biatka. Wymiary uzyskanej klasy oraz natozenie dwdch modeli trimeréw dOtoll uzyskanych na
drodze modelowania molekularnego (Bielak et al., 2022), przemawiajg za hipotezg, ze uzyskana klasa
3D odpowiada czesci heksameru, wpisujgcemu sie w strukture oligomerdow biatek nalezgcych do
rodziny Clg. Oligomery te przypominajg bukiet kwiatéw, gdzie domena podobna do kolagenu
reprezentuje fodygi, natomiast domena C1lq - kwiaty. Niemniej, ograniczone powodzenie tej czesci
badan, moze by¢ przypisane prawdopodobnej swobodzie konformacyjnej oligomerédw wyzszych

rzedéw zawdzieczanej domenie kolagenowej biatka (Tsao, 2014).
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Rozwinieciem badan nad strukturg i wtasciwosciami otoliny-1 byly eksperymenty dotyczace
wptywu jondw wapnia, ktére naturalnie wystepujg w endolimfie ucha wewnetrznego, u ryb
w stezeniu ok. 2 mM (Payan et al.,, 1999). Jony wapnia zostaly zlokalizowane w ptaszczyznie
trimeryzacji domeny C-koricowej biatka Clq (Gaboriaud et al., 2003), a ich znaczacy wptyw
na strukture domeny Clq otoliny-1 Danio rerio i Homo sapiens zostat zbadany (Hotubowicz et al.,
2017). Ze wzgledu na obecnos¢ domeny podobnej do kolagenu, zachowanie otoliny-1 petnej dtugosci
mogto by¢ inne. Przeprowadzone analizy zmian struktury drugo-, trzecio- i czwartorzedowej biatka
w obecnosci jondw wapnia, oraz w prdobkach ich pozbawionych poprzez chelatowanie przez EDTA,
wykazaty stabilizujgcy wptyw jondw na oligomeryzacje biatka, przy czym nie zaobserwowano

znaczacych zmian w strukturze drugo- i trzeciorzedowe;j.

Jony wapnia stabilizujg termicznie otoline-1. W ich nieobecnosci, temperatura przejscia
zarowno dla dOtol1 jak i hOtoll wynosi ok. 42 °C. W obecnosci jondw wapnia biatko ulega stabilizacji
- niskie stezenie jondw wapnia wywiera znaczacy wpltyw na przesuniecie temperatury przejscia dla
homologa ludzkiego (68,1°C dla 0,1 mM Ca?*), ale efekt stabilizujgcy zachodzi zaréwno dla dOtol1 jak
i hOtoll juz przy stezeniach jondw wapnia zblizonych do fizjologicznych 0,1-1 mM (Ferrary et al.,
1988; Takagi, 2002). Co interesujgce, obydwa biatka wykazuja dwa przejscia, co jest
charakterystyczne dla biatek o budowie domenowej lub oligomerycznej. Wykorzystane metody
spektroskopowe nie do korica potwierdzity wczesniej zaobserwowanego wptywu stabilizujgcego
jondw wapnia. Niemiej, w przypadku dOtoll, brak jondw wapnia wptynat na przesuniecie minimum
widma CD z 205 nm do 210 nm. W poréwnaniu do hOtoll, dOtoll posiada wiecej reszt prolilowych w
sekwencji domeny podobnej do kolagenu, przez co przesuniecie to moze by¢ zwigzane z usunieciem
jondéw wapnia oddziatujgcych z resztami Pro, zdefiniowanych jako miejsca oddziatywania z jonami
wapnia dla syntetycznych peptydow posiadajgcych motyw  Gly-X-Y (Fasman, 2013;
Renugopalakrishnan et al., 1981).

Pomimo znikomego wptywu jondw wapnia na strukture drugo- i trzeciorzedowa otoliny-1,
zbadano jej wptyw na tworzenie oligomeréw wyzszego rzedu. Obrazy TEM adiponektyny pokazaty,
ze oligomery wyzszych rzedéw wykazujg pewng swobode konformacyjng (Tsao, 2014). Wstepne
obserwacje z uzyciem analitycznego sgczenia molekularnego pokazaty, ze w przypadku dOtoll
dochodzi do zmiany proporcji miedzy oligomerami wyzszych rzedéw, a nizszych w zaleznosci
od obecnosci jonéw wapnia. W przypadku hOtoll nie zaobserwowano takiej zaleznosci. Kontynuujac
te badania, zauwazono, ze oligomeryzacja dOtol1 jest zalezna od obecnosci jondw wapnia i stezenia
biatka, natomiast hOtol1l pozostaje wzglednie niezalezna od tych czynnikéw. Zalezno$é wspodtczynnika
tarcia f/fo i statej sedymentacji 55,,, od obecnosci jondw wapnia dla dOtoll pokazuje, ze jony wapnia

pozytywnie wptywajg na tworzenie oligomerdw, ktdre wraz ze wzrostem stezenia biatka przybierajg

bardziej skompaktowany ksztatt. W przypadku hOtoll, 5,5, i f/fo nie zmieniajg sie znaczgco
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w obecnosci jondw wapnia niezaleznie od stezenia biatka, natomiast po usunieciu jonéw z roztworu,
dochodzi do agregacji biatka wraz ze wzrostem jego stezenia. Badanie ruchliwosci biatka
w warunkach statego stezenia i wzrastajgcego stezenia jondw wapnia wykazato, ze wyzsze stezenia
jondw wapnia zmniejszajg swobode rotacji biatka zwigzang ze wzrastajgcg wielkoscig czgsteczki.
W przypadku hOtoll, efekt ten jest osiggany juz przy niskim stezeniu wapnia i nie zmienia sie wraz

ze wzrostem ich stezenia, a co za tym idzie - wielo$¢ czgsteczki pozostaje stata.

Jony wapnia zdajg sie petni¢ znaczaca role w stabilizacji oligomeréw dOtoll, natomiast
homolog ludzki nie jest podatny na zmiany stezen jondw wapnia, jednak nawet niskie stezenia jondéw
wapnia sg wystarczajgce by wptynac na hOtoll. Jony wapnia przesuwajg réwnowage oligomeryzacji
w strone wyzszych form, usztywniajg powstate oligomery, ograniczajg ich swobode i elastycznosc

konformeréw w poréwnaniu do obserwacji dotyczgcych oligomeréw adiponektyny (Tsao, 2014).

Stabilizujgcy wptyw jondw wapnia lub destabilizujgcy efekt ich braku, na otoline-1 petnej
dtugosci moze stanowi¢ wazny element w etiologii choréb uktadu rownowagi. Doniesienia z ostatnich
lat tgczg poziom otoliny-1 w surowicy ze schorzeniami i urazami ucha wewnetrznego, jak choroba
Meniere'a czy jako rezultat mastoidektomii, operacji chirurgicznej przeprowadzanej na uchu
wewnetrznym celem usuniecia wyrostka sutkowatego ucha (processus mastoideus) (Avallone et al.,
2022; Dogan et al., 2019). Zaobserwowano réwniez wzrost stezenia otoliny-1 w surowicy u oséb
w podesztym wieku (Avallone et al., 2022). Obecno$¢ otoliny-1 w surowicy jest szeroko
wykorzystywana jako marker diagnostyczny potozeniowych zawrotéow gtowy BPPV (lrugu et al.,
2021). Dodatkowo, zaburzenia gospodarki wapniowej zostaly powigzane z degeneracjg otokoniow
(McKenna et al., 2020). W przebiegu pierwotnej nadczynnosci przytarczyc - schorzeniu wptywajgcym
na metabolizm wapnia, zauwazono korelacje pomiedzy podwyziszonym poziomem parathormonu
(PTH) i jonéw wapnia, a otoling-1 w surowicy (Walker, Silverberg, 2018). Pierwotna nadczynnos¢
przytarczyc i powstajgca w jej wyniku hiperkalcemia posiada wptyw na biomineralizacje kosci (Walker
Silverberg, 2018). W jej wyniku dochodzi osteoporozy. Mozliwe zatem, ze wysnuta przez autoréw
hipoteza na temat BPPV znajduje réwniez wyttumaczenie w wynikach przedstawionych w niniejszej
pracy. Destabilizacja otoliny-1 wynikajgca ze zmniejszenia stezenia jondéw wapnia w uchu
wewnetrznym i degeneracji otokoniéw moze by¢ przyczyng BPPV, a obecnos¢ otoliny-1 w surowicy
nie jest jedynie nastepstwem choroby. Zauwazono, ze u starzejacych sie myszy dochodzi do zmian w
homeostazie potencjatu redoks ucha wewnetrznego (Jiang et al.,, 2007). W odpowiedzi na stres
oksydacyjny zaobserwowano wzmozong glutationylacje biatek ze $limaka ucha wewnetrznego
(cochela). Hipotetycznie, brak rownowagi redoks w uchu wewnetrznym zwigzany ze starzeniem moze

wptywac na rozpad oligomerdw otoliny-1 i moze potegowac degeneracje otokonidw.
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6.4. Rola otoliny-1 w bioinspirowanej mineralizacji weglanu wapnia

Otolina-1 w uchu wewnetrznym Danio rerio zlokalizowana jest w otolicie, jak réwniez
w btonie otolitycznej i komédrkach nabtonka (Murayama et al., 2002). W przebiegu badan nad
bioinspirowang mineralizacjg in vitro wykazano, ze ludzka otolina-1 posiada wptyw na morfologie
powstajgcych krysztatéw weglanu wapnia oraz jest w stanie tworzy¢ heksagonalne siatki, podobnie
jak biatka nalezagce do rodziny kolagenu X (Moreland et al.,, 2014). Otolina-1 izolowana
z Oncorhynchus mykiss zwieksza ilos¢ otrzymywanych krysztatéw kalcytu in vitro (Tohse et al., 2009).
Uzupetnieniem doniesien dotyczacych wptywu otoliny-1 na tworzenie krysztatéw weglanu wapnia

in vitro sg badania przedstawione w niniejszej pracy.

Wyniki bioinspirowanej mineralizacji weglanu wapnia przedstawione w pracy sg zbiezne
z dotychczasowymi doniesieniami literaturowymi na temat mineralizacji weglanu wapnia
w obecnosci otoliny-1 izolowanej z Oncorhynchus mykiss i ekspresjonowanej w komérkach
eukariotycznych. Zmiany morfologii otrzymywanych krysztatéw sg uzaleznione od wzrastajgcego
stezenia biatka oraz jonéw wapnia w mieszaninie mineralizacyjnej, a charakterystyczne odstepstwa
od morfologii romboedrycznej krysztatéw kalcytowych zauwazalne sg juz dla 10 mM stezenia CaCl,
i 30 ug/ml stezenia biatka w prdbie. Krysztaty weglanu wapnia otrzymywane w prébie podlegaja
anizotropowemu wzrostowi. Pojawiajg sie krysztaty przerosniete i wielowarstwowe, opisywane
w literaturze odpowiednio kinked-like oraz stepped-like (Kristensen et al., 2004), bedace podstawa

powstawania nowych ptaszczyzn mineralizacji wzdtuz krystalograficznej osi ¢ (Shen et al., 2002).

Obecnos¢ dOtoll i hOtoll w mieszaninie mineralizacyjnej skutkuje powstaniem wiekszej
ilosci mniejszych krysztatéw w poréwnaniu z warunkami kontrolnymi, podobnie jak w przypadku
otoliny-1 izolowanej z otolitbw Oncorhynchus mykiss (Tohse et al., 2009). Obserwacja
fluorescencyjnie znakowanych dOtoll i hOtoll wzbudzonych dwufotonowo w krysztatach weglanu
wapnia wskazuje, ze biatka te s3 wbudowywane w krysztaty juz na wczesnym etapie mineralizacji.
Dodatkowo, dla dOtoll oraz w niewielkim stopniu dla hOtoll, udato sie zaobserwowaé z uzyciem
mikroskopu konfokalnego réwniez akumulacje biatka na powierzchni krysztatéw. Co interesujace,
rybie biatko pojawia sie takze w kolejnych warstwach krysztatéw (Rysunek 30A). Opisane powyzej
obserwacje wskazujg na zaangazowanie biatka w proces nukleacji krysztatu jako wyraz obecnosci
biatka wewnatrz krysztatdw oraz w kontroli ilosci powstajgcych krysztatéw i ich wielkosci,

co wskazuje na wtasciwosci hamujace ich rozrost.

Podobny wptyw na mineralizacje weglanu wapnia zauwazono dla kolagenu typu | (Shen et al.,
2002). Autorzy zbadali metodg powolnej dyfuzji zalezno$¢ morfologii otrzymywanych krysztatow
od stezenia izolowanego kolagenu. Podobnie jak w przypadku krysztatow otrzymanych w obecnosci

dOtoll i hOtoll, zauwazono charakterystyczne zmiany morfologiczne przypominajace przerosniete
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romboedryczne krysztaty kalcytowe oraz krysztaty wielowarstwowe. Stezenia kolagenu uzywane
we wspomnianej pracy przewyzszajg o rzad wielkosci stezenia dOtoll i hOtoll uzyte
w przedstawionych eksperymentach, dla ktérych odnotowano zmiany w morfologii krysztatow.
Majgc to na uwadze, mozliwe, ze potencjat biomineralizacyjny otoliny-1, biatka posiadajgcego

stosunkowo krétka domene kolagenowa, znacznie przewyzsza potencjat kolagenéw petnej dtugosci.

Rola kolagendw w procesach mineralizacyjnych zostata dobrze poznana w mineralizacji m.in.
kosci - tkanki mineralizowanej hydroksyapatytem (Sorokina et al.,, 2021). Mechanizm mineralizacji
fosforanu wapnia w obecnosci wtdkien kolagenu rozpoczyna sie poprzez oddziatywanie jonéw
wapnia z tancuchami bocznymi ujemnie natadowanych reszt aminokwasowych. Analogicznie,
mechanizm mineralizacji CaCO; w obecnosci dOtoll i hOtoll jest najprawdopodobniej zblizony
do mechanizmu mineralizacji indukowanej przez kolageny i polega na wigzaniu jonéw wapnia przez
reszty Pro oraz kwasowe reszty Glu i Asp, zjonizowane do COO" w srodowisku endolimfy (pH réwne
7.5). Z kolei, oddziatywanie biatka z powierzchnig ksztattujgcych sie krysztatdw przyczynia sie
do powstawania nowych ptaszczyzn mineralizacji. Obecnos$¢ biatka na powierzchni krysztatu ma
dwojaki wptyw na jego wzrost - z jednej strony pojawienie sie biatka na powierzchni ogranicza dalszy
wzrost danej ptaszczyzny, jednak tym samym stwarza mozliwo$¢ wzrostu kolejnej. Dlatego tez,
dOtoll i w mniejszym stopniu hOtoll petnig zaréwno role nukleatorow jak i swoistych inhibitoréow

wzrostu krysztatéw.

Wtasciwosci hamujace wzrost krysztatdw w mineralizacji otolitdw zostaty przypisane
kwasowym biatkom inherentnie nieuporzadkowanym, jak biatku Starmaker i jego homologom
(Rézycka et al., 2014, 2019; Woijtas et al., 2012, 2015). W przeciwieristwie do mechanizmu inhibicji
wzrostu krysztatéw przez Stm, gdzie biatko ogranicza dostep jondw wapnia do miejsca mineralizacji
przez ich zwigzanie, mechanizm dziatania otoliny-1 jest scisle zwigzany z interakcjg z krysztatem.
Depozycja dOtoll na krysztatach kalcytu otrzymanych w trakcie eksperymentu jest ewidentna,
w odrdznieniu od homologa ludzkiego, gdzie ilos¢ agregatéw na powierzchni krysztatu jest znikoma.
Odktadanie materii organicznej na krysztatach weglanu wapnia zostato wczesniej przypisane funkcji
ochronnej przed rozpuszczaniem warstw weglanu wapnia kokolitéw - biomineratéw na powierzchni
kokolitoforow (Henriksen et al., 2004; Kristensen et al., 2004). Majgc to na uwadze, mozliwe,
ze odktadanie warstw dOtol1 na krysztatach weglanu wapnia mogtoby petni¢ podobng role. Hipoteza
ta jest niezwykle ciekawa biorgc pod uwage fizjologiczng rdznice pomiedzy rybimi otolitami,
a ssaczymi otokoniami. Otolity podlegajg ciggtemu wzrostowi i odktadaniu sie nowych warstw
mineralnych w trakcie zycia ryby, w przeciwienstwie do otokoniéw, ktére nie rosng oraz nie
podlegajg regeneracji w czasie zycia (Lundberg et al.,, 2015; Morales-Nin, 2000; Walther,
Blodow, et al., 2014).
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6.5. Badania proteomiczne i paleoproteomiczne otolitéw Cyprinus carpio i
Gadiculus argenteus

Badania proteomu otolitow stuzyty identyfikacji i poznaniu biatek zaangazowanych w proces
ich mineralizacji. W ostatnich latach zauwazono wzrost zainteresowania skfadnikami macierzy
organiczne]j otolitdw i publikacjami na ich temat (Thomas i Swearer, 2019). tgczone badania nad
transkryptomem i proteomem otolitdw Acanthopagrus butcheri zidentyfikowaty ponad 380 biatek
i zwrdcity uwage na dotad nieznane zaleznosci miedzy nimi. Badania otolitdw Danio rerio
zidentyfikowaty biatka typowe dla ich mineralizacji (Kalka et al., 2019), a ich rozszerzenie o otolity
karpia po raz pierwszy pokazato biatka otolitéw tego gatunku (Kalka, 2020). Kontynuacjg tych badan
jest dokonana w niniejszej pracy analiza globalna biatek zidentyfikowanych w otolitach i endolimfie

Cyprinus carpio ze szczegbélnym uwzglednieniem otoliny-1.

Globalna analiza zidentyfikowanych biatek wykazata, ze frakcja biatek nierozpuszczalnych,
rozpuszczalnych oraz biatka obecne w endolimfie réznig sie pod katem ich zaangazowania w procesy
biologiczne. W puli biatek zidentyfikowanych w osadzie najbardziej charakterystyczne sg biatka
zwigzane z regulacjg estryfikacji i transportu cholesterolu, fosfolipidow oraz tworzenia czgsteczek
lipoprotein. Do tej pory nie opisano wptywu pochodnych lipidéw i cholesterolu na wzrost otolitéw i
otokonidow. Jedynie w wyniku badan proteomicznych zidentyfikowano apolipoproteine Al w
otolitach Danio rerio (Kalka et al., 2019) i w kosci matwy Sepia pharaonis (Liu et al., 2021).
Zwiekszone wystepowanie tej grupy biatek na tle innych stawia kolejne pytania o ich role w procesie
biomineralizacji otolitdw i otokonidw. W przypadku biatek frakcji rozpuszczalnej sg one gtéwnie
zwigzane z procesami mineralizacyjnymi. Endolimfa natomiast wyrdznia sie wzmozonym
wystepowaniem biatek powigzanych z biosyntezg fosfokreatyny, jak réwniez regulacjg poziomu
cholesterolu i lipidow oraz procesami metabolicznymi. Obecnos¢ wspomnianych biatek
najprawdopodobniej jest zwigzana z pochodzeniem endolimfy wywodzacej sie z surowicy.
W endolimfie rdwniez zidentyfikowano obecnos¢ apolipoproteiny Al i przypisano jej role ochronng
bton ucha wewnetrznego (Thalmann, 1999). Ciekawa natomiast jest obecnos¢ biatek zwigzanych

z biosyntezg fosfokreatyny, bedacej prekursorem ATP.

Biatka biomineralizacyjne niezaleznie od pochodzenia cechuja sie zachowaniem
charakterystycznych elementow struktury. Liu oraz Zhang (2021) przypisali biatka biomineralizacyjne
do siedmiu grup: (1) o niskiej ztozonosci sekwencji, (2) posiadajgcych domeny zewngtrzkomérkowe,
(3) posiadajagcych domeny immunologiczne, (4) posiadajagcych domeny oddziatujgce
z polisacharydami, (5) enzyméw, (6) inhibitoréw proteaz oraz (7) innych biatek, takich jak histony,
globuliny, tubuliny itp. Wiekszo$¢ opisanych biatek miesci sie w wymienionej klasyfikacji. Najczesciej

wystepujgcymi domenami w biatkach zaréwno osadu, jak i supernatantu to domeny transferynowe
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i kolagenowe. Najprawdopodobniej, biatkiem posiadajgcym domene transferyny jest OMP-1 - biatko
macierzy otolitéw, ktére co ciekawe nie wigze jondéw zelaza, jak transferyna (Lambert, 2012).
Na szczegdlng uwage zastuguje natomiast domena brichos. Brichos jest charakterystyczna dla biatek
czaperonowych, ktére regulujg formowanie fibryli oraz amyloidéw (Chen et al., 2022). Mozliwe,
ze biatka posiadajgce domene brichos mogg regulowa¢ odktadanie sie macierzy organicznej
w otolitach. Do tej pory mozna znalezé jedno doniesienie o niescharakteryzowanym biatku
posiadajgcym te domene, zidentyfikowanym u ostrygi Pinctada maxima i zaangazowanym

w biomineralizacje (Whaite et al., 2022).

Badania proteomiczne zidentyfikowaty otoline-1 w otolitach Cyprinus carpio. Co ciekawe,
w podobnych badaniach w otolitach tilapii mozambijskiej Oreochromis mossambicusnie
nie stwierdzono obecnosci szeregu biatek biomineralizacyjnych charakterystycznych dla innych
gatunkéw, ale wsrdd 8 zidentyfikowanych biatek ucha wewnetrznego byly otolina-1 i OMP-1
(Weigele et al., 2016). Wydaje sie, ze otolina-1 obecna jest miedzygatunkowo z dobrze zachowang
sekwencjg w toku ewolucji. Poczatkowo w literaturze otolina-1 byta nazywana kolagenem
specyficznym dla ucha wewnetrznego (inner ear collagen) lub kolagenem woreczka ucha
wewnetrznego (saccular collagen) (Davis et al.,, 1995). W wyniku przedstawionych badan
proteomicznych zidentyfikowano izoforme A otoliny-1. Sekwencje peptydowe zarejestrowane dla
otolitdéw Cyprinus carpio przyporzgdkowano do dwdch biatek hipotetycznych zidentyfikowanych na
podstawie transkryptomu ryby (Kolder et al.,, 2016) oraz biatka podobnego do kolagenu
specyficznego dla ucha wewnetrznego (Inner ear-specific collagen-like). Ich sekwencja zostata
przewidziana na podstawie genomu i przypisana do otoliny-1 za sprawg poréwnania do sekwencji
biatek z Danio rerio z uzyciem narzedzia STRING. W wyniku analizy, biatka te okreslono jako izoformy
otoliny-1B  z Danio rerio, ktéra w bazach danych (ZFIN: otollb, UniProt: E7FAJ7,
NCBI: NP_001296385.1) wystepuje jako biatko ,przewidywane”. lzoforma B otoliny-1 zostata
zidentyfikowana w komadrkach rzeskowych przez Thiessena w doktoracie (2019), jednak informacje
te nie zostaty opublikowane. Mozliwe, ze zidentyfikowane biatka hipotetyczne przez wzglad na duze
podobienstwo sekwencji do otoliny-1A z Cyprinus carpio i Danio rerio, s otoling-1B, jednak

konieczne sg dalsze prace, aby potwierdzi¢ lub zaprzeczyc tej hipotezie.

Ostatnim elementem analizy relacji struktura-funkcja otoliny-1 w biomineralizacji otolitow
i otokoniéw, byly badania proteomiczne otolitéw kopalnych. Paleoproteomika, silnie rozwijana
w ostatnich latach, ma szanse odpowiedzie¢ na niezwykle ciekawe pytania dotyczace ewolucji
organizmoéw, diagenezy twardych tkanek, mozliwosci zachowania informacji biologicznej po smierci
oraz stawia¢ chemiczne wyzwania dotyczace m.in. stabilnosci wigzania peptydowego. Wbrew
pozorom biatka, w odrdznieniu od kwaséw nukleinowych, majg czasem szanse by¢ stabilniejszym

medium kodujgcym nieprzerwang informacje biologiczng na podstawie sekwencji aminokwasowej
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(Demarchi et al.,, 2016). Czesto powodzenie badan paleoproteomicznych nie lezy w gestii
eksperymentatora, tylko warunkéw w jakich znajdowat sie materiat na przestrzeni lat oraz zmianom
chemicznym zachodzagcym w obrebie samego biatka. W badaniu poréwnawczym proteomu
wspotczesnych otolitéw widtaka z gatunku Phycis phycis oraz kopalnych z gatunku Phycis tenuis,
datowanych na epoke miocenu, zidentyfikowano odpowiednio 132 i 11 biatek. Posrdd biatek otolitéw
Phycis tenuis znalazty sie a- i B-tektoryna, otogelina i biatko jej podobne oraz biatko podobne
do otoliny-1. To ostatnie zostato zidentyfikowane na podstawie az 11 peptyddw, z ktérych sekwencja

jednego jest unikalna (Stolarski et al., 2023) .

Zachowanie czesSci macierzy organicznej w badanych otolitach Gadiculus argenteus
umozliwito zarejestrowanie 3 peptyddéw i przypisanie ich do dwdch biatek na podstawie
podobienstwa do biatek innych organizmoéw z gromady Actinopterygii. Uwaza sie, ze najwieksze
szanse na zachowanie w materiale kopalnym biomineratéw majg biatka kolagenowe Ilub
te ktérych jest najwiecej (Wadsworth i Buckley, 2014). Wprawdzie nie udato sie zidentyfikowac biatka
kolagenowego lub jego fragmentu, jednak udato sie zidentyfikowaé peptydy dla biatka
homologicznego do OMP1 o identyfikatorze RXN0O0013.1 oraz biatka hipotetycznego podobnego
do Starmaker o identyfikatorze KTF88849.1. Obydwa biatka w otolitach stanowig gtdwne czesci
biatkowej macierzy organicznej (Thomas et al.,, 2019). Biatko OMP1 stabilizowane jest obecnoscig
minimum 7 mostkdéw disiarczkowych, ktérych obecnos¢ mozie mie¢ kluczowe znaczenie
na przetrwanie biatka w skamieniatosci (Murayama et al., 2000). Biatko Starmaker natomiast posiada
wysokie powinowactwo do jondéw wapnia, a jego homolog funkcjonalny, Starmaker-like, jest
wbudowywany do siatki krystalicznej (Rézycka et al., 2019; Wojtas et al., 2012). Takie zachowanie
biatka réwniez moze by¢ kluczowe dla zachowania w biominerale. Przypisanie peptydéw
do konkretnych biatek nie oznacza obecnosci biatka petnej dtugosci zachowanego w otolitach.
Co wiecej, zastosowana metoda analizy identyfikowanych peptydéw moze stanowi¢ ograniczenie dla
przypisania pozostatych do biatek ryby z gatunku Gadiculus argenteus ze wzgledu na brak danych w
bazach. Z tego powodu wykorzystano sekwencje proteomu najblizszych krewnych z gromady
Actinopterygii, a nie bezposredniej bazy odnoszacej sie do proteomu otolitéw ryby. Mozliwe,
ze zastosowanie zaawansowanych algorytmoéw bioinformatycznych pozwalajgcych na utworzenie
hipotetycznej bazy danych na podstawie m.in. genomu ryby, pozwolitoby na uzyskanie lepszych

rezultatow identyfikacji.
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7. Podsumowanie i perspektywy dalszych badan

Pomimo wcigz rosngcego zainteresowania badaniami macierzy organicznej biomineratéw, stan
wiedzy na temat roli poszczegdlnych jej sktadnikéw jest ograniczony. Opisane w pracy wyniki badan
skupiajg sie na przyblizeniu roli otoliny-1 w mineralizacji weglanu wapnia. Podejscie zaproponowane
w pracy w gtéwnej mierze skupiato sie na poznaniu wtasciwosci molekularnych biatka, jak réowniez
charakterystyki krysztatdw weglanu wapnia otrzymywanych w obecnosci biatka. Dodatkowo, czes¢
dotyczy badan proteomicznych otolitéw Cyprinus carpio oraz identyfikacji biatek z otolitow
kopalnych. Przedstawione wyniki dla otoliny-1 z Danio rerio i Homo sapiens spetniajg role badan
poréwnawczych, mogacych miec¢ znaczenie dla zrozumienia postaw molekularnych choréb ucha

wewnetrznego, a wybor Danio rerio potraktowany zostat jako model odpowiednika ludzkiego.
Gtéwnymi osiggnieciami pracy sa:

e Opracowanie wydajnej metody nadekspresji otoliny-1 z Danio rerio i Homo sapiens w
komodrkach bakteryjnych i metody jej oczyszczania w postaci rozpuszczalnego
i funkcjonalnego biatka

e Okreslnie wptywu jondw wapnia na otoline-1 oraz dokonanie analizy poréwnawczej
homologdw otoliny-1 z Danio rerio i Homo sapiens, w wyniku ktérej:

o okreslono tendencje otoliny-1 do tworzenia oligomerdw i zaangazowania w ich
stabilizacje domeny N-koncowej biatka; zaobserwowano, ze otolina-1 z Homo
sapiens tworzy oligomery wysokiego rzedu mniej podatne na zmiany srodowiska

o zaobserwowano pozytywny wptyw jondw wapnia na stabilizacje termiczna
biatek oraz ich oligomeryzacje; homolog ludzki wykazuje stabilnos¢ przy nizszym
stezeniu jonéw wapnia w porownaniu do biatka rybiego

o wywnioskowano, ze otolina-1 z Homo sapiens, w poréwnaniu do biatka z Danio
rerio, podlega mniejszym zmianom konformacyjnym w obecnosci jonéw wapnia

e Zaobserwowanie otoliny-1 w postaci oligomeréw wysokiego rzedu z uzyciem
transmisyjnej mikroskopii elektronowej oraz uzyskanie czesciowego, niskorozdzielczego
modelu otoliny-1 z Danio rerio na podstawie obrazéw uzyskanych z uzyciem
kriomikroskopii elektronowej.

e Okreslenie roli otoliny-1 w bioinspirowanej mineralizacji weglanu wapnia jako czynnika
nukleacyjnego oraz ukierunkowanego inhibitora wzrostu $cian krysztatu poprzez:

o obserwacje charakterystycznych zmian morfologii i populacji krysztatéw
wzrastajgcych w obecnosci biatka

o okreslenie dystrybucji biatka w krysztatach i na jego powierzchni
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e Identyfikacja potencjalnych izoform otoliny-1 w otolitach Cyprinus carpio w oparciu
o badania proteomiczne
e Identyfikacja fragmentow biatka podobnego do Starmaker oraz OMP1 w otolitach

kopalnych Gadiculus argenteus

Otolina-1 i inne sktadniki macierzy organicznej stanowig niezwykle ciekawy obiekt badawczy.
Zaproponowane ponizej nowe kierunki badan nad rolg biatek w procesie biomineralizacji oraz zadane
pytania, na ktére wcigz brak odpowiedzi, mogg by¢ szczegdlnie inspirujgce dla prac prowadzonych
w Laboratorium Biochemii i Biologii Molekularnej Politechniki Wroctawskiej, ze wzgledu
na doswiadczenie w tematyce oraz szerokg baze dostepnych juz rekombinowanych biatek
biomineralizacyjnych - OMM-64 z Oncorhynchus mykiss (Poznar et al., 2017, 2020), Starmaker oraz
pochodnych biatka z Danio rerio (Kalka et al., 2019; Kapton et al., 2009; Wojtas et al., 2012, 2015;),
Starmaker-like z Oryzias latipes (Rozycka et al, 2014, 2019) , DMP1 z Homo sapiens
(Porebska et al., 2020) oraz domeny Clq otoliny-1 z Danio rerio i Homo sapiens (Hotubowicz et al.,
2017, 20214, 2021b), ale réwniez rozwiniecie trwajgcej wspotpracy z Instytutem Paleobiologii Polskiej

Akademii Nauk poprzez wspdlne granty i publikacje.
Perspektywy dalszych badan:

1. Jaki wptyw na konformacje i stabilnosc¢ otoliny-1 posiadatoby wprowadzenie hydroksylowych

reszt prolilowych i lizylowych?

Otolina-1 jest biatkiem z centralnie potozong domeng podobng do kolagenu. Kolageny posiadajg
charakterystyczne  powtdrzenia  Gly-X-Y, gdzie Y najczesciej stanowi hydroksyprolina
(Gjaltema et al., 2017). Obecnos¢ grup hydroksylowych wptywa znaczgco na stabilnos¢ potrdjnej
helisy kolagendw. Otolina-1 ekspresjonowana w systemie bakteryjnym nie posiada tej modyfikacji.
Pomimo ograniczonej ilosci potencjalnych miejsc hydroksylacji otoliny-1 w poréwnaniu do kolagendéw

petnej dtugosci (Rozdziat 5.1), intrygujgce jest znalezienie odpowiedzi na wyzej postawione pytanie.

Punktem wyjsciowym do znalezienia odpowiedzi na to pytanie moze by¢ podejscie uzyte w pracy
Rutschmanna i wsp. (2014), w ktérej ludzki kolagen Il zostat koekspresjonowany z hydroksylazami
prolilowg i lizylowg z mimiwirusa, w wyniku czego udato sie otrzymac biatko hydroksylowane
w komodrkach bakteryjnych. Hydroksylowany kolagen charakteryzowat sie zwiekszong stabilnoscia
termiczng w poréwnaniu do niehydroksylowanej formy biatka. W trakcie realizacji pracy
skontaktowano sie z Thierrym Hennetem, jednym z autorédw publikacji i otrzymano plazmid
ekspresyjny kodujacy hydroksylaze lizylowg L230 i hydroksylaze-4 prolilowg L593 z mimiwirusa w

wektorze
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pET-16b (Novagen). Podjeta préba nadekspresji biatka wedtug protokotu opisanego
w wymienionej publikacji przyniosta rezultat w postaci wstepnie podczyszczonego (IMAC) preparatu
dOtoll i hOtoll (-OH) wraz ze wprowadzonymi grupami -OH reszt prolilowych i lizylowych,
potwierdzonymi analizg z uzyciem spektrometrii mas. Odtworzenie procedury zaproponowanej przez
autoréw napotkato trudnosci z powodu niescistosci w opisie polegajacej na obecnosci tej same;j
sekwencji ori dla obydwu wektoréw ekspresyjnych. W zwigzku z tym plazmid kodujacy hydroksylazy
byt wybierany przez komérki czesciej niz plazmid kodujgcy dOtoll lub hOtoll, przez co w zaleznosci
od hodowli otrzymywano rézne, niekiedy sladowe, ilosci hydroksylowanej otoliny-1. Mimo wszystko,
w wyniku analizy MS zidentyfikowano miejsca hydroksylacji dOtol1-OH i hOtol1-OH (Rysunek 35),
chociaz czes¢ znajdowata sie poza obrebem domeny podobnej do kolagenu. Prace nad koekspresjg
otoliny-1 wraz z hydroksylazami powinny skupi¢ sie na wypracowaniu stabilnego systemu
nadekspresji biatek, pozbawionego niekompatybilnosci plazmidéw oraz regulacji specyficznosci

hydroksylacji.

dOtol1-OH s & hOtol1-OH
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Rysunek 35. Nadekspresja hydroksylowanej otoliny-1. Zdjecie SDS-PAGE przedstawia preparaty otoliny-1
ekspresjonowanej wraz z hydroksylazami lizylowg L230 i hydroksylazg-4 prolilowa L593 z mimiwirusa, po usunieciu czesci
zanieczyszczen na drodze IMAC. Zaznaczone prazki zostaty wyciete z zelu i przeanalizowane z pomocg LC-MS/MS w celu
identyfikacji miejsc hydroksylacji. Przedstawione sekwencje posiadajg zaznaczone czerwong czcionka pokrycie identyfikacji,

na z6tto zaznaczono miejsca hydroksylacji. Czerwone tto odpowiada sekwencji domeny podobnej do kolagenu.

2. W jaki sposdb otolina-1 oddziatuje z homologami biatka Starmaker? Czy mozliwe jest
okreslenie regionow biatek odpowiadajgcych za potencjalne tworzenie ptaszczyzny

oddziatywania?

Otolina-1 izolowana byta z otolitéw pstraga teczowego Oncorhynchus mykiss w postaci agregatéw
wraz z biatkiem OMM-64, homologiem biatka Starmaker (Tohse et al., 2009). W eksperymentach
mineralizacyjnych in vitro w obecnosci agregatéw otrzymywane byty aragonitowe krysztaty weglanu

wapnia (Tohse et al., 2009). Wynik ten wskazuje na synergiczng role OMM-64 i otoliny-1
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w powstawaniu mniej stabilnej odmiany weglanu wapnia. Z molekularnego punktu widzenia

kluczowe zatem jest znalezienie odpowiedzi na podstawione wyzej pytania.

W przebiegu realizacji pracy podjeto probe badania oddziatywania otoliny-1 i Starmaker z Danio rerio
z uzyciem metody pull-down, far-Western blot, sieciowania chemicznego i termoforezy, jednak nie
wykazano oddziatywania miedzy biatkami (nie pokazano). Mozliwe, ze wykorzystane metody nie byty
wystarczajgco dopasowane do obiektdw badawczych. Byé moze wykorzystanie powierzchniowego
rezonansu plazmonowego (SPR, ang. surface plasmon resonance), czutej metody badania interakcji

biatko-biatko, mogtoby potwierdzi¢, lub zaprzeczyé postawionej tezie.
3. Czy otolina-1 posiada potencjat do tworzenia odrebnej fazy z roztworu?

Separacja faz jest zjawiskiem, w ktérym biatka i inne molekuty sg w stanie wytworzy¢ osobng faze
z medium, w ktdrym sie znajdujg (Boeynaems et al., 2018). Zjawisko to jest szczegdlnie badane
w kontekscie bezbtonowych organelli. W wyniku analiz bioinformatycznych zauwazono wysoki
potencjat biatek biomineralizacyjnych do separacji (Tarczewska et al., 2022). W trakcie wielokrotnie
powtarzanych proceséw oczyszczania dOtoll zaobserwowano, ze podczas zageszczania roztworu
po elucji z IMAC do wyjgtkowo matych objetosci, preparat po pierwszym etapie przechodzit w zel.
Mozliwe, ze dOtoll w warunkach wysokiej sity jonowej i wysokiego zageszczenia moze ulegaé
zjawisku separacji faz. Majac na uwadze role otoliny-1 w mineralizacji weglanu wapnia, jej tendencja
do formowania osobnej fazy jest niezwykle intrygujaca, szczegdlnie w odniesieniu do wstepnych

etapow krystalizacji i amorficznych form CaCOs (PILP oraz ACC).
4. Czy otolina-1 wykazuje powinowactwo do lipidéw?

W odniesieniu do wynikéw proteomicznych, wartym uwagi jest powigzanie zaangazowania biatek
z rodziny C1g w mozliwos¢ oddziatywania z lipidami (Ye et al., 2020), szczegdlnie w kontekscie
zidentyfikowanej wczesniej w otolitach Danio rerio apolipoproteiny A (Kalka et al., 2019) oraz
wyrdzniajacej sie obecnosci biatek zaangazowanych w procesowanie cholesterolu i lipidéw
w populacji biatek izolowanych z otolitéw. Mozliwos¢ wigzania lipidéw przez otoline-1 moze stanowié
dodatkowy element roli biatka w procesach mineralizacyjnych. Ciekawym podejsciem bytoby
przeanalizowanie produktow oddziatywania szeregu lipidow z biatkiem za pomoca

m.in. spektrometrii mas.
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Rysunek 36. Poréwnanie sekwencji otoliny-1 z Danio rerio (UniProt A5SPN28) i Homo sapiens (UniProt AGNHNO).

Sekwencja peptydu sygnatowego zaznaczona jest na z6tto, NC-N’ na jasnoszaro, domeny kolagenopodobnej na czarno,

a domena Clq zaznaczona jest na ciemnoszaro. Reszty Cys z regionu NC-N’ sg zaznaczone na czerwono, reszty Trp na z6tto,

a Pro domeny kolagenopodobnej na pomararnczowo.
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Rysunek 37. Przyktadowy wykres przebiegu ultrawirowania analitycznego prébki dOtol1l o stezeniu 1,0 mg/ml jako
rozktad stezenia biatka wzdtuz kuwety. Skany oznaczono kolorami od niebieskiego (poczatek) po czerwony (koniec

wirowania).
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Rysunek 38. Modele 3D otoliny-1 otrzymane w trakcie analizy danych z CryoEM. Przedstawione mapy gestosci

elektronowej zostaty uzyskane po odrzuceniu klas 2D biatek stanowiacych zanieczyszczenie.
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Tabela 16. Podsumowanie parametréw uzyskanych w wyniku eksperymentu SV-AUC w obecnosci jonéw wapnia i EDTA.
Parametry zostaty pogrupowane ze wzgledu na badane biatko, jego stezenie oraz obecnos¢ czynnika redukujacego.
MW,, — masa czasteczkowa obiektu oszacowana na podstawie danych eksperymentalnych, Sygnat — procent oligomeru
odniesieniu do catosci, s — wspdtczynnik sedymentacji, S,q,, - usredniony wspdtczynnik sedymentacji skorygowany o wode,

f/fo — wspdtczynnik tarcia, RMSD — wartos¢ sredniej kwadratowej btedu

dOtoll
PROBKA Chiatio [Mg/ml] MWsy [kDa] SIGNAL[%] s[S] Szow[S] f/fo RMSD
31,47 15,8 1,4
94,03 51,3 2,9
0,2 4,95 2,03 0,0047
377,93 1,2 7,32
615,2 1,4 10,12
29,33 13,3 1,33
66,56 23,3 2,3
105,09 21,4 3,12
0,5 5,24 2,03 0,0053
198,27 10,7 4,77
428,62 1,1 7,97
10 mM EDTA
637,29 1,2 10,38
30,16 11,5 1,36
69,02 18,2 2,36
106,38 20,3 3,14
180,58 9,8 4,48
1 5,75 2,03 0,0073
295,88 2,1 6,22
432,52 1,4 8,01
656,63 1,6 10,58
942,63 1 13,47
32,88 11,8 1,25
78,55 11,8 2,24
0,2 6,16 2,36 0,0052
178,22 24,9 3,86
682,23 2,6 9,45
29,32 10,2 1,25
71,52 11,1 2,27
10 mM Ca** 0,5 6,47 2,18 0,0067
158,73 23,4 3,86
379,05 4,2 6,9
27,69 9 1,3
69,09 9,9 2,38
1 7,1 2,03 0,0113
200,23 26,9 4,84
633,27 2,4 10,43
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hOtoll
PROBKA Chiatko [mg/ml] MWsy [kDa] SIGNAL[%] s[S] Szon[S]1 f/fo RMSD
132,54 83,9 4,31
0,2 474,95 6,4 10,09 6,89 1,69 0,0047
819,17 4,9 14,51
125,61 86,7 4,61
10 mM EDTA 0,5 418,25 7 10,28 7,72 1,52  0,0049
697,89 4,6 14,47
134,35 82,7 4,9
1 393,79 9,3 10,03 7,78 1,5 0,0056
694,93 0,1 14,65
88,741 53,9 3,28
202,93 27,6 5,69
0,2 6,77 1,72 0,0045
425,49 9,4 9,33
805,34 5,1 14,27
10 mM Ca* 135,22 80,2 4,33
0,5 455,71 8,9 9,74 6,92 1,72 0,0049
850,72 5,2 14,77
92,248 44,4 3,31
1 251,99 48,8 6,48 7,08 1,74 0,0059
787,98 5,2 13,85
A Kontrola

Yy

v lum]

B Kontrola dOtol1 C Kontrola hOtol1

2 2

v [um}
¥ [um)

Intensywnosé fluorescencji [a.u.]

= B

Rysunek 39. Zdjecia 2PEFM kontrolnych krysztatow weglanu wapnia. Krysztaty wzrastaty w obecnosci 250 nM wolnego

[Bm]

barwnika ATTO-488 NHS (A) oraz 150 pg/ml nieznakowanej dOtol1 (B) lub hOtol1 (C) w roztworze 25 mM CaCl,. Wartosci
W Um oznaczajg wysokosci probek, na ktérych wykonano skany.
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Sekwencje otoliny-1 i biatek homologicznych zidentyfikowanych w otolitach karpia.

Dodatek

Kolorem

czerwonym zaznaczono fragmenty sekwencji aminokwasowej odpowiadajacej domenie potréjnej

helisy kolagenowej, natomiast na zétto zaznaczono domeny Clq (na podstawie analizy

InterProScan).

> XP_042626436.1 otolin-1-A

121
181
241
301
361
421
481

YSTDYHTEAM
GPPGPPGQDG
GLKGDPGDRG
EPGPQGPKGD
TRGLKGARGV
HASKFENCTHG
SSGDQVWLET

VPPGVGPGNY
LTGAPGPHGG
EPGWNGTKGE
MGVPGLNGTD
RGFKGLKGEP
GVYVFESYYIT
LRDWNGVYSS

TLDYNECFEFEN
KGEKGDPGVS
VGEPGIQGAA
GLPGAKGPKG
AVQKRSAFSV
VRNRPLRAAL
SEDDSTEFSGFE

>KTF91234.1 hypothetical protein cypCar_00022286

1
61
121
181
241
301
361
421
481

MAEPRLVPTR
ROKMGMIFER
RIVDFTKTRE
PPEKGPQGFK
PGIQGKAGMK
TGEKGEKGDR
PGAKGEPGAR
LYPSKSFPPS
VNGVRKVRSR

RQDGSGHTAY
ALFITVIALT
RFPVHVTEST
GDIGLSGPPG
GEMGIKGEKG
GECGLLGERG
GPAGVKGIRG
GLPVREFDKVFE
DTLQGQDIDQ

NTSGSPVANP
FINLCDTIKP
TVPADSYIDY
EKGAPGPKGM
AAGLQGFEFKGS
QKGEPGDPGP
LRGMKGDRGP
YNGENHYDVV
ASNLVILKLD

FCECCPPERG
GLPGIPGVTG
GPPGPDGTKG
DPGPQGKQGE
GLFPSRSFPP
VVNGIRKLRT
LLYADATKD

TETRSPARYG
TQRPKYQYTK
PTDTTASPTT
PGPIGPKGFS
KGEKGDPNLN
PGVRGDPGPS
QGKHGDRGLQ
TSKFNCTYSG
VGDQVWVETL

>KTG32917.1 hypothetical protein cypCar_00011378 [Cyprinus carpio]

1
61
121
181
241
301
361

MSFERAIFII
TKTKERFPVH
POGFKGDIGF
KAGMKGEMGI
EKGDRGECGL
EPGARGPAGV
SEFPPSGFPVR

VIALTFITLC
VTESTTVPAD
PGPPGEKGAP
KGEKGAAGLP
LGEGGQKGEP
KGIRGLRGMK
FDKVFYNGEH

DTIKPTQRPK
SYIDYPTDTT
GPKGTPGPTG
GFKGSKGEKG
GDPGPPGVRG
GDRGPQGKRG
HYDIVTNKEN

YQYTKKPPRE
ASPTMAKDNY
PKGFTGSKGD
DPNLNVSRGD
DPGPSGQHGM
DRGLRGLKGS
CTYSKPPCEFE'S

>XP_042626674.1 inner ear-specific collagen-like [Cyprinus carpio]

1
61
121
181
241
301
361
421

MSFERAIFIT
TKTKERFPAH
POGFKGDIGL
KAGMKGEIGL
EKGDRGECGL
EPGARGPAGV
SEFPPSGFPVR
KVRSRDTLQG

VIALTFITLC
VTESTTVPAD
PGPPGEKGAP
KGEKGAAGFA
LGEGGQKGEP
KGIRGLRGMK
FDKVFYNGEH
ODIDQASNLV

DTIKPTQRPK
SYIDYPTDTT
GPKGTPGPTG
GFKGSKGEKG
GDPGPPGVRG
GDRGPQGKRG
HYDIVTSKFEN
ILKLDVGDQV

>XP_042573819.1 otolin-1-A-like [Cyprinus carpio]

1
61
121
181
241
301
361
421
481

MPNIVHPVIL
TTTVSPTASG
YNECFENFCE
KGDPGVSGLS
PGIQGPAGPP
GAKGSKGDPG
KRSAFSVGLF
RPLRAALVVN
DSTEFSGFLLY

LMALLVVTAG
ITEEVTDSMM
CCPPERGPLG
GISGVTGKQG
GPDGIKGEKG
PPGKQGEPGP
PSRSFPPPGL
GIRKLRTRDS
ADAIKD

NQASLPKTTH
DAYSTSPTDS
PVGEKGLPGI
EKGEMGLKGD
DKGECPYGEK
PGPHGPPGQR
PIKFDKVIYN
LYGQODIDQAS

YQYTKKPPRE
ASPTTAKDNY
PKGFTGSKGD
DPNLNVSRGD
DPGPSGQHGM
DRGLRGLKGS
CTYSGVYVES
WVETLRDWNG

WPLLKPTKKP
TTYSSDAYSA
PGEKGEMGPP
KGDTGLIGLK
GQKGIMGEPG
GMPGMKGTRG
EEGHWDPHAS
NMAVLRLSSG
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PPGLVGEKGL
KQOGEKGEMGL
EKGDKGDCPF
PGPPGPHGPP
PGLPIKFDKI
RDSLYGQDID

TPTQONGGNEFR
KPPRELVQTT
AKDNYTLDYN
GSKGDKGEKG
VSKGDQGEPG
GQHGMHGTPG
GMKGSMGQSG
VYVEFSYQITV
RDWNGVYSSS

VVQTTVYVGK
TLDYNECYEN
KGEKGDQGNT
QGEPGKDGPP
HGTPGIAGER
MGONGSRLRS
GGVECVSTFE

VVQTTVYVGK
TLDYNECYEN
KGEKGDQGNT
QGEPGKDGPP
HGTPGIAGER
MGONGSRLRS
YQITVRNKPL
VYSSSEDDST

VPRDEGGPPQ
DYHTEAMLPP
GPPGONGLTG
GDPGDRGEPG
POGPKGDMGV
LKGARGVRGF
KFNCTHGGVY
DOVWLETLRD

PGIPGEKGEI
KGDKGDTGLM
GEKGQKGSMG
GQRGMPGMKG
IYNEEGHWDP
QOASNMAVLRL

PLKPYLLFLY
VYVGKPTVTA
ECYFNFCECC
DOGNIGLTGY
KDGQPGPQGM
IAGERGEPGI
SRVRSAFSVG
RNKPLRASLV
EDDSTEF'S

PTVTARIVDY
FCECCPPEKG
GFTGSPGIQG
GPQGMTGDKG
GEPGIPGAKG
AFSVGLNPSK
RHL

PTVTARIVDY
FCECCPPEKG
GFTGSTGIQG
GPQGMTGDKG
GEPGIPGAKG
AFSVGLYPSK
RASLVVNGVR
FSGFLLYPD

PPGRLGSHPI
RVGPGNYTMD
AQGPHGGKGE
WNGTKGEVGE
PGLNGTDGLP
KGFKGEPAVQ
VESYYITVRN
WNGVYSSSED

Z uzyciem
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