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Streszczenie

Nesfatyna-1 (N1), -2 (N2) i -1/2 (N1/2) sg produktami proteolitycznego procesowania
konca N Nukleobindyny-2 (Nucb2) przez konwertazy prohormonéw (PCs, ang. prohormone
convertases). Nucb2 i/lub N1 (Nucb2/N1) sg biatkami zaangazowanymi w szereg istotnych
funkcji biologicznych, takich jak: regulacja homeostazy energetycznej [1]; odpowiedZ na
bodzce stresowe [2]; karcynogeneza [3,4]; patogeneza chordb psychiczno-neuronalnych [5,6];
czy regulacja ci$nienia osmotycznego krwi [7]. Rola pozostalych nesfatyn pozostaje nieznana.
Relacja pomiegdzy strukturg i funkcja nesfatyn weiaz jest zagadnieniem praktycznie nie podej-
mowanym w literaturze. W zwigzku z tym majac na uwadze wielofunkcyjno§¢ Nucb2/nesfa-
tyn, ich powszechng ekspresj¢ i potencjat zastosowan medycznych badania relacji struktura-

funkcja zastuguja na szczegdlng uwage.

W ramach ponizszego projektu otrzymano 5 homologéw nesfatyn z dwoch gatunkow,
tj. ludzka N1, N2, N1/2 oraz kurzg N1 1 N1/2. Powyzsze biatka poddano nastepnie wnikliwiej
analizie strukturalnej 1 porownawczej. Warto podkresli¢, iz jest to pierwsza 1 jedyna jak dotad

tego typu analiza.

Uzyskane wyniki wskazujg na zachowang w toku ewolucji silnie nieuporzadkowang
strukture ludzkich 1 kurzych homologéw apo-N1, ktore wykazywaty silnie wydtuzong i cylin-
dryczna budowe. Natomiast struktur¢ homologéw apo-N1/2 mozna okresli¢ jako mozaikowata
z przeplatajagcymi si¢ regionami uporzagdkowanymi 1 IDRs o ksztalcie wydluzonej elipsoidy. Na
podstawie uzyskanych wynikow zaproponowano strukturalng role N2, ktora nadaje N1 w jej
kontekscie (N1/2) odmienne wtasciwos$ci. Przy czym N1/2, okazata si¢ nie wykazywac¢ wlasci-
wosci bedacych prosta sumg efektow obserwowanych dla izolowanych fragmentow.
W zwiazku z powyzszym proteolityczne procesowanie Nucb2/N1/2 moze by¢ elementem ak-
tywacyjnym prowadzacym do uwolnienia silnie nieuporzagdkowanego charakteru homologow

N1 i ich odziatywania z wieloma partnerami biatkowymi.



Streszczenie

Jony Zn(II) wywotywaty silne zmiany we wtasciwosciach i1 konformacji nesfatyn.
W przypadku ludzkich i kurzych homologdéw holo-N1 obserwowano silne przejscie nieupo-
rzadkowanie-uporzadkowanie indukowane jonami Zn(Il), ktére wigzato si¢ z dramatycznym
zmniejszeniem objetosci hydrodynamicznej homologdéw holo-N1 1 protekcja szkieletu glow-
nego regionu M30 przed wymiang H/D. Ponadto wigzanie powyzszych jonow skutkowato row-
niez dimeryzacja neuropeptydow. Kurza holo-N1 cechowata si¢ dodatkowo tendencja do agre-
gacji, czego nie obserwowano dla homologu ludzkiego. Strukturyzacja i zmiana stanu oligo-
merycznego holo-N1 wydaje si¢ uniwersalna przez co mogtaby umozliwia¢ oddziatywanie
z inng pulg partnerow biatkowych. Dodatkowo, mniejsza dostepnos¢ anoreksygenicznego rdze-
nia homologdéw N1 moze mie¢ istotny wptyw na dziatanie neuropeptydu. Z drugiej strony wig-
zanie jonow Zn(II) przez homologi holo-N1 cechowato si¢ rowniez powstaniem motywu amy-
loidowego, co wskazuje na mozliwo$¢ zaangazowania holo-N1 w procesach neurodegenera-
cyjnych. Wigzanie jonow Zn(II) przez hN2 oraz ludzkie i kurze homologi N1/2 zwigzane byto
z kolei zsilng destabilizacja bialek. Kurzy homolog N1/2 wykazywatl wigkszg tendencje
do zmiany oligomeryzacji 1 agregacji pod wptywem jondéw Zn(II) oraz cechowal si¢ odmien-
nym sposobem oddziatywania z nimi. Co intersujace, pod wptywem jonoéw Zn(Il) obserwo-
wano silng ekspozycje szkieletu gldéwnego trzech regionow homologéw holo-N1/2, zwlaszcza
w rejonie M30 oraz zawierajgcym miejsce rozpoznawane przez PCs. Mozliwe zatem, iz prote-
olityczna obrdbka biatek prekursorowych N1, ich aktywno$¢ biologiczna i lokalizacja jest za-
lezna od jonow Zn(II).

Przeprowadzone analizy strukturalne przyczynity si¢ zatem do gltebszego zrozumienia
relacji pomigdzy strukturg oraz funkcja ludzkich 1 kurzych nesfatyn, a takze stanowia podstawe

do realizacji dalszych badan tego zagadnienia.
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Summary

Nesfatin-1 (N1), -2 (N2), and -1/2 (N1/2) are products of the proteolytical processing of
the N-terminus of Nucleobindin-2 by prohormone convertases (PCs). Nucb2 and/or N1
(Nucb2/N1) are proteins in vivo engaged in the myriad of functions, which include: regulation
of energy homeostasis [ 1], responses to stress [2], carcinogenesis [3,4], pathogenesis of psycho-
neuronal disorders [5,6], and blood pressure regulation [7]. On the other hand, there are a few
reports about the relationship between the structure and function of Nucb2/N1 as well as about
the purpose of the remaining nesfatins. Hence, those studies deserve special attention consider-
ing the multi-functional mode of action of Nucb2/nesfatins, their ubiquitous expression
throughout the body, and high potential of their medical applications. Additionally, probing the
structural differences between the homologs of nesfatins and in their interactions with ligands
might shed a new light on the species-specific functions of the peptides. In total, five nesfatin
homologs from two species were purified here including human N1, N2, N1/2, and chicken N1,
and N1/2. Next, comprehensive structural analysis of nesfatins as well as effects of their inter-
actions with divalent metal cations were undertaken during the project. It is worth noting that

so far this is the first and only analysis of this type available in the literature.

The results showed conservation of the highly disordered structure between the human
and chicken homologs of apo-N1, both displaying elongated and cylindrical shape. In turn, the
structure of the homologs of apo-N1/2 was revealed as mosaic with intertwined ordered and
disordered regions and extended shape. Structural role of the N2 fragment was suggested based
on the obtained data. Moreover, N2 fragment in the context of the N1 fragment (N1/2) seemed
to induce different molecular properties of the latter, which in turn where not a simple sum of
the effects observed for the isolated fragments. Thus, it is possible that the proteolytical pro-
cessing of Nucb2/N1/2 can act as an activation mechanism that through the release of the dis-

ordered character of N1 enables its interaction with multiple proteins.



SummaQ

Zn(II) had a strong effect both on the observed properties and conformation of nesfatins.
Human and chicken homologs of holo-N1 were characterized by a disorder-to-order transition
induced by Zn(II), which was associated with a strong decrease in the hydrodynamic volume
of the peptides and a strong protection of their backbone against H/D exchange in the M30
region. Moreover, dimerization of the peptides under Zn(II) treatment was also observed for
holo-N1 homologs. In contrast to the human homolog, chicken holo-N1 was also more prone
to aggregation. Thus, structurization and change in the oligomeric state of holo-N1 might be
universal and could facilitate interactions with a different set of the binding partners in vivo.
Furthermore, concealment of the anorexigenic core of neuropeptides might affect their function.
Interestingly, binding of Zn(II) by human and chicken holo-N1 homologs was also associated
with a formation of the amyloid motif, which might indicate their involvement in the neuro-
degeneration processes. In turn, Zn(I1)-binding by hN2 as well as by human and chicken hom-
ologs of N1/2 resulted in a strong destabilization of the proteins. Chicken N1/2 was showed
to be more susceptible to oligomerization and aggregation under Zn(II) treatment. Additionally,
the interaction mode of chicken N1/2 with Zn(II) and its effect seemed to be different than for
the human homolog. Interestingly, Zn(II) induced strong exposition of the backbone of human
and chicken N1/2 homologs. Particularly, the backbone exposition was the most visible in the
M30 and PCs-recognition regions of N1/2 homologs. Thus, it is possible that the proteolytical

processing of the N1 precursors, their biological activity, and localization is Zn(II)-dependent.

The in-depth structural analysis of human and chicken homologs of nesfatins described
here shed new light on the relationship between their structure and function. Furthermore, the

presented data also created a basis for the subsequent studies of this subject.
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Wykaz skrotow

Skrét Objasnienie
A
A220 absorbancja mierzona przy dfugosci faliA =220 nm
A260 absorbancja mierzona przy dtugosci fali A = 260 nm
A280 absorbancja mierzona przy dtugosci fali A = 280 nm
AC ang. adenylate cyclase, cyklaza adenylanowa
AD ang. Alzheimer’s disease, choroba Alzheimera
AgRP ang. Agouti-related peptide, peptyd Agouti
AmG ang. amygdala, ciato migdatowate
ANS ang. 8-anilino-1-naphthalenesulfonic acid, kwas 8-anilino-1-naftalenosulfonowy
ARC ang. arcuate nucleus, jadro tukowate
AU ang. arbitrary units, jednostki arbitralne
AUN autonomiczny uktad nerwowy
C
CART ang. cocaine and amphetamine regulated transcript, transkrypt regulowany kokaing i am-
fetaming
CCK ang. cholecystokinin, cholecystokinina
CD ang. circular dichroism, dichroizm kotowy
CR2 ang. corticotropin releasing hormone receptor 2, receptor 2 kortykotropiny
CRH ang. corticotropin releasing hormone, hormon uwalniajgcy kortykotropine
CUN centralny ukfad nerwowy
D
Da ang. Dalton, atomowa jednostka masy
DBD ang. DNA-binding domain, domena wigzgca DNA
DMH ang. dorsomedial hypothalamus, jadro grzbietowo-przysrodkowe
E
EDTA ang. ethylenediaminetetraacetic acid, kwas etylenodiaminotetraoctowy
EF ang. EF-hand, motyw dfoni EF
ERm ang. endoplasmic reticulum, retikulum endoplazmatyczne
F
FI | ang. fluorescence intensity, intensywnos¢ fluorescencji
G
GA | ang. Golgi apparatus, aparat Golgiego




Wzkaz skrotow

GDIs ang. guanine dissociation inhibitors, inhibitory dysocjacji nukleotydu guaninowego
GEFs ang. guanine nucleotide exchange factors, czynniki wymieniajgce nukleotyd guaninowy
GPCRs ang. G-protein-coupled receptors, receptory sprzezone z biatkami G
GRE ang. ghrelin, grelina
H
HDX-MS ang. H/D exchange coupled with mass spectrometry, wymiana izotopowa proton-deuter mo-
nitorowana spektrometrig mas
HIP ang. hippocampus, hipokamp
HPA ang. hypothalamic-pituitary-adrenal axis, o$ podwzgdrze-przysadka-nadnercza
HPG ang. hypothalamic-pituitary-gonadal axis, oS podwzgdrze-przysadka-gonady
HRV3C ang. human rhinovirus 3C, ludzki rinowirus 3C
HYP ang. hypothalamus, podwzgoérze
|
IDPs ang. intrinsically disordered proteins, biatka inherentnie nieuporzgdkowane
IDRs ang. intrinsically disordered regions, regiony inherentnie nieuporzagdkowane
K
Katp ang. ATP-sensitive potassium channel, ATP-zalezne kanaty potasowe
Ka ang. dissociation constant, stata dysocjacji kompleksu
L
LEP ang. leptin, leptyna
LEPR ang. leptin receptor, receptor leptyny
M
MC3/4R ang. melanocortin-3/4 receptor, receptor 3 i/lub 4 melanokortyny
MRE ang. mean residue ellipticity, srednia resztowa eliptycznos¢ molowa
MS ang. mass spectrometry, spektrometria mas
a-MSH ang. a-melanocyte stimulating hormone, a-melanotropina
Mw ang. molecular weight, masa czgsteczkowa
N
N1 ang. nesfatin-1, nesfatyna-1
N1/2 ang. nesfatin-1/2, polipeptyd sktadajacy sie z nesfatyny-1i-2
N2 ang. nesfatin-2, nesfatyna-2
NFU ang. normalized fluorescence unit, znormalizowana jednostka fluorescencji
NLP ang. nesfatin-like peptide, peptyd podobny do nesfatyny-1
NPY ang. neuropeptide Y, neuropeptyd Y
NTS ang. nucleus of the solitary tract, jadro pasma samotnego
Nucb1 ang. Nucleobindin-1, Nukleobindyna-1
Nucb2 ang. Nucleobindin-2, Nukleobindyna-2
0]
obr./min liczba obrotéw na minute, jednostka predkosci obrotowej rotora
0D600 ang. optical density, absorbancja mierzona przy dtugosci faliA = 600 nm
OXT ang. oxytocin, oksytocyna
P
PC-1/3 | ang. prohormone convertase-1/3, konwertaza prohormonéw-1/3
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Wzkaz skrotow

PC-2 ang. prohormone convertase-2, konwertaza prohormondéw-2
PCR ang. polymerase chain reaction, reakcja taricuchowa polimerazy
PCs ang. prohormone convertases, konwertazy prohormondéw
POMC ang. proopiomelanocortin, proopiomelanokortyna
PVN ang. paraventricular nucleus, jagdro przykomorowe
PYY ang. peptide YY, peptyd YY
R
RFU ang. raw fluorescence unit, jednostka fluorescencji
Rg ang. gyration radius, promien zyracji
Rn ang. hydrodynamic radius, promien hydrodynamiczny
rmsd ang. root mean square deviation, odchylenie srednie kwadratowe
S
SD ang. standard deviation, odchylenie standardowe
SEC ang. size-exclusion chromatography, analityczne sgczenie molekularne
SON ang. supraoptic nucleus, jagdro nadwzrokowe
SV-AUC ang. sedimentation velocity analytical ultracentrifugation, ultrawirowanie analityczne typu
predkosci sedymentacji
T
TH ang. thalamus, wzgorze
ThT ang. thioflavin T, tioflawina T
TRH ang. thyrotropin-releasing hormone, tioflawina T
Vv
Ve ang. elution volume, objetos¢ elucji
VMH ang. ventromedial hypothalamus, jadro brzuszno-przysrodkowe
W
WAT | ang. white adipose tissue, biata tkanka ttuszczowa
Z
Zl Zincon
ZiP ang. leucine zipper, motyw zamka leucynowego
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Wprowadzenie

Kaskady sygnatowe umozliwiajg komorkom komunikacj¢ z otoczeniem oraz w wyrafi-
nowany sposob kontrolujg kazdym aspektem ich istnienia; poczynajac od regulacji cyklu ko-
moérkowego [8], przez ich roznicowanie [9], transport wewnatrzkomorkowy [10] i poruszanie
si¢ [11] a konczac na ich indukowanej $mierci [12]. Typowa kaskada sygnatowa ztozona jest
przynajmniej z trzech elementow: zewnetrznej stymulacji, transduktora i propagacji sygnatu
wewnatrz komorki [13]. Jednym z typow takich zewnetrznych stymulatorow sg hormony, ktore
sa czasteczkami wydzielanymi do krwioobiegu przez wyspecjalizowane komorki endokrynne
i oddzialujace na oddalone komorki docelowe [14]. Ze wzgledu na zasieg oddziatywania da-
nych stymulatorow mozna je podzieli¢, obok przytoczonego juz typu endokrynnego, na: para-
krynne, tj. dzialajace na sasiadujace komorki i autokrynne, ktore oddziatujg na komorke produ-
kujaca dany stymulator [14,15]. Jednym z ostatnio opisanych hormonéw bioracych udziat w re-
gulacji homeostazy energetycznej jest nesfatyna-1 (N1), bedaca produktem proteolitycznego
procesowania nukleobindyny-2 (Nucb2, ang. nucleobindin-2) [16]. Do biatek uczestniczacych
w regulacji szlakow sygnatowych (oraz wielu innych procesow biologicznych) zaliczy¢ mozna
biatka inherentnie nieuporzadkowane i1 zawierajace regiony inherentnie nieuporzagdkowane. Ich

krotka charakterystyke przedstawiono w kolejnym rozdziale.

&

9 1.1 WELASCIWOSCI BIALEK INHERENTNIE NIEUPORZADKOWANYCH

Paradygmat stanowiacy, iz dla petnienia funkcji przez biatko konieczne jest przyjecie
przez nie stabilnej struktury determinowanej przez sekwencje aminokwasowg byto powszech-
nie akceptowane w srodowisku naukowym nawet tuz przed rozwigzaniem pierwszej struktury
krystalicznej biatka [17,18]. Doniesienia literaturowe ostatnich lat wskazuja jednak na bardzo
istotne znaczenie zmienno$ci konformacyjnej czasteczek biatkowych oraz ich dynamiki mole-
kularnej w petnionej przezen funkcji. Do biatek cechujacych si¢ nadzwyczajng zmiennos$cig

konformacyjng naleza biatka zawierajace regiony inherentnie nieuporzadkowane (IDRs, ang.
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intrinsically disordered regions), takie jak obecne w apo-Nucb2 na koncu C (Rozdzial 1.2.2)
i N (Rozdzial 1.2.4.5) oraz biatka inherentnie nieuporzadkowane (IDPs, ang. intrinsically di-
sordered proteins), ktére nie wykazuja zadnej zdefiniowanej struktury trzeciorzedowej. Za-
rowno biatka zawierajace IDRs jak i IDPs sg jednak zdolne do petienia (czesto wielu) funkcji
biologicznych [19]. Co wigcej, mozliwe jest istnienie kilku IDRs o zr6znicowanym stopniu
nieuporzagdkowania w jednej czasteczce biatka. W konsekwencji IDPs moga wystgpowac
w postaci dynamicznych zespoléw konformacyjnych o réznych lokalnych minimach energe-
tycznych, ktore mogg je predestynowac¢ do petnienia danej funkcji [20]. IDPs oraz biatka za-
wierajace IDRs sg biatkami powszechnie wystepujacymi u organizmow jedno- i wielokomor-
kowych. Badania bioinformatyczne wskazuja, ze az 25-30% bialek eukariotycznych moze na-
leze¢ do rodziny IDPs a ponad 50% zawiera¢ IDRs [21]. Wysoka czgsto$¢ wystgpowania IDRs
w strukturze biatek ma swoje odbicie w rozpietosci petnionych przez nie funkcji. Biatka nale-
zace do rodziny IDPs uczestniczag bowiem w regulacji, m.in.: transkrypcji, cyklu komoérko-
wego, apoptozy, czy roznicowania komorek [22]. Ponadto, IDPs przez swoje zaangazowanie
w patogenezie wielu chorob staty si¢ w ostatnich latach atrakcyjnym potencjalnym celem tera-
peutycznym. Przyktadowo, wiele IDPs uczestniczy w procesie agregacji biatek, ktory jest przy-
czyng chorob neurodegeneracyjnych takich jak choroba Alzheimera (AD, ang. Alzheimer s dis-

ease) czy Parkinsona (PD, ang. Parkinson's disease) [23].

Uporzadkowane

1.1.1.1  Stany konformacyjne oraz klasyfika-
cja IDPs

Wyrodzniono trzy stany nieuporzadko-
wania [DPs/IDRs (Rys. 1.1): typ nieustruktu-
ryzowany (U, ang. unstructured); stopionej
globuli (MG, ang. molten globule-like) oraz
stan posredni pomiedzy U 1 MG, ktory na-

Pre-stopiona  Zwano pre-stopiong globulg (PMG, ang. pre-

Stopiona
g'(iﬂb&'a Q}Eﬁg}a molten globule-like) [24]. W stanic U struk-
tura biatka podobna jest do kiebka statystycz-

statyﬁilz::y ) nego brak jest natomiast struktury drugorze-

o dowej (Rys. 1.1). Stan PMG cechuje obec-
Rys. 1.1 Stany konformacyjne biatek

Kwartet konformacji biatek. Wedtug tego modelu funk- no$¢ szczatkowych struktur drugorzedowych
cja (lub brak funkcji) biatka jest konsekwencja przyjecia
jednej z czterech konformacji oznaczonych w panelu
oraz wynikiem przej$¢ pomigdzy nimi. Na podstawie kowana w poréwnaniu do stanu MG (Rys.
[161].

opowiadajaca struktura jest jednak mniej upa-
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1.1) [24]. Powyzsza nomenklatura wywodzi

grakoddzialywa,, si¢ z badan nad procesem faldowania biatek

tancuchy entropowe

Funkcja poprzez
nieuporzadkowanie

globularnych [25]. IDPs wykazuja jednak ak-

tywnos¢ w kazdym zpowyzszych stanow

Biatka
efektorowe
Modulacja aktywnosci
biatek

Biatka
eksponujace
Ekspozycja PTMs

nieuporzgdkowania oraz uporzadkowania in-

ze\N\

dukowanego przez zmiany otoczenia i/lub

o
=
Biatka =.
skla:ajqce Biatka .g . .. . . ye
Rekrutacia | e opiekuricze g wigzanie ligandu, co jest niemozliwe w przy-
komplekséw biatkowych Wspomaganie fatdowania o
2. biatek oraz RNA ,',;’-' .
3, & padku biatek globularnych [24-26]. Ze
)
. . ? ) .
® i wzgledu na funkcje pelnione przez IDPs

wychwytujace
Magazynowanie
i neutralizacja matych
czasteczek

mozna je zakwalifikowaé do nastepujacych

klas (Rys. 1.2): lancuchy entropowe (ang. en-

tropic chains); biatka/regiony eksponujace
Rys. 1.2 Podziat IDPs ze wzgledu na funkcje. . .
Funkcjonalno$¢ IDPs moze wynika¢ bezposrednio z ich (ang. display sites); efektorowe (ang. effec-
nieuporzadkowanego charakteru, badz ze zdolnosci do  tors); wychwytujqce (ang. scavengers); skta-
wigzania ligandow. Wiazanie to moze by¢ przejsciowe
jak w przypadku biatek eksponujacych oraz opiekun-
czych lub trwale, jak w przypadku biatek efektorowych, nowe/opiekunicze (ang. chaperones) [27].
sktadajacych, wychwytujacych. Na podstawie [161.]

dajace  (ang.  assemblers);  czaperoni-

Warto zaznaczy¢, iz w sekwencji IDPs moze
by¢ obecnych kilka réznych IDRs, przez co biatka te moga pelni¢ wiele funkcji. Powyzsze
klasy mozna ponadto zakwalifikowaé¢ na podstawie typu wigzania do trzech klas, co przedsta-
wiono na Rys. 1.2 [24]. Do grupy nie wykazujacej wigzania nalezg tancuchy entropowe. Spet-
niajg one swoja funkcje pozostajac w stanie catkowitego nieuporzadkowania, co umozliwia np.
relatywne zmiany potozenia domen potaczonych takim elastycznym tancuchem [24]. Do dru-
giej grupy nalezg IDPs cechujace si¢ przejsciowym wigzaniem. Wsrod nich biatka eksponujace
umozliwiaja korzystng termodynamicznie eskpozycje¢ i oddzialywanie regionow PTMs z biat-
kami efektorowymi oraz miejsc rozpoznawanych przez proteazy [24]. Kolejnym czlonkiem tej
grupy sg biatka czaperoninowe uczestniczace w procesie fatdowania innych biatek lub czaste-
czek RNA. Do trzeciej grupy naleza biatka wykazujace trwate wigzanie. Do tej grupy naleza
biatka/regiony efektorowe, ktore oddzialujg z innymi biatkami lub wewnatrzczasteczkowo mo-
duluja ich/swoja aktywnos$¢. Bialka sktadajace posiadajg charakterystyczne motywy w swojej
sekwencji aminokwasowej takie jak elementy rozpoznawania molekularnego (MoRFs, ang.
molecular recognition features) oraz krotkie motywy liniowe (SLiMs, ang. short linear peptide
motifs), ktore umozliwiaja rekrutacje wielu partnerow biatkowych oraz tworzenie kompleksow
biatkowych. Ostatnig grupa sa biatka wychwytujace, ktore magazynuja lub neutralizujg male
ligandy.
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1.1.1.2  Nieuporzgdkowanie zapisane w sekwencji aminokwasowej

Sktad aminokwasowy IDPs oraz IDRs r6zni si¢ od biatek globularnych wysokim wzbo-
gaceniem w reszty natadowanych, polarnych aminokwaséw promujacych nieuporzagdkowanie
(Ala, Arg, Gly, Ser, Pro, Asp, Gln) oraz niskg zawarto$cig reszt hydrofobowych (Trp, Phe, Leu,
Ile, Val, Tyr, Met). Pomimo braku tendencji regionéw IDRs do spontanicznego przyjecia okre-
Slonej struktury wcigz mozliwe jest wyrdznienie odmiennych konformacji i/lub funkcji dla da-
nego sktadu aminokwasowego IDRs. Powyzsze zalezno$ci sg podstawa roznorodnych algoryt-

mow przewidujacych IDRs w biatkach [28].

Struktura biatek globularnych, stabilizowana przez liczne oddzialywania elektrosta-
tyczne, hydrofobowe, van der Waalsa jest czesto silnie podatna na wpltyw czynnikéw denatu-
rujacych, takich jak: wysoka temperatura; pH; zwiazkéw denaturujacych (mocznik; chlorowo-
dorek guanidyny). Proces ich rozfaldowywania jest wysoce kooperatywny a krzywe go opisu-
jace cechuja si¢ silnie sigmoidalnym przebiegiem. IDPs ze wzgledu na ich szczego6lny skiad
aminokwasowy pod wplywem powyzszych czynnikoéw denaturujacych wykazuja nietypowe
wiasciwosci w poréwnaniu do biatek globularnych, jak np. czeSciowe fatdowanie pod wpty-
wem temperatury, skrajnych wartos$ci pH. Co wiecej, krzywa denaturacyjna IDPs typu MG pod
wplywem zwigzkow chemicznych wykazuje bardzo stabo zaznaczony punkt przejsécia, podczas
gdy krzywe IDPs typu U/PMG w ogole go nie wykazuja [26]. Niska stabilno$¢ konformacyjna
IDPs objawiajaca si¢ wyzej wymienionymi wlasciwos$ciami jest ponadto widoczna w wyjatko-
wej ich podatnosci na proteoliz¢. Pomimo tego, w przeciwienstwie do biatek globularnych,
IDPs zachowuja funkcje nawet w skrajnych warunkach otoczenia oraz cechuja si¢ mniejsza
podatnoscig do agregacji/precypitacji pod wplywem temperaturowych i chemicznych czynni-

kéw denaturujacych [29].

1.1.1.3 Metody detekcji, opisu i analizy strukturalnej IDPs

IDPs wystepuja w roztworze jako dynamiczne, wzajemnie przeksztalcajace si¢ w siebie
zespoty konformerow. W zwiazku z tym wiele metod rutynowo stosowanych w badaniach
1 analizie biatek globularnych, ktére wykazuja stabilng struktur¢ drugo- i trzeciorzgdowa, jest
nieodpowiednich do strukturalnego opisu IDPs. Podstawowe techniki badawcze stosowane
podczas oczyszczania biatek, takie jak analiza w Zelu poliakryloamidowym w warunkach de-
naturujacych (SDS-PAGE, ang. sodium dodecyl! sulfate polyacrylamide gel electrophoresis)
i chromatografia wykluczania; filtracja zelowa (SEC, ang. size-exclusion chromatography; gel
filtration) moga wykaza¢ obecnos¢ IDPs/IDRs w preparacie. IDPs ze wzgledu na wysoka za-

warto$¢ naladowanych reszt aminokwasowych wykazuja zmniejszone (w porownaniu do biatek
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globularnych) wigzanie SDS. Konsekwencja stabego wigzania SDS jest zwigkszona retencja
w zelu poliakryloamidowym, przez co pozorna masa czasteczkowa (MWapp) IDPs wyznaczona
ta metoda jest zawyzona w stosunku do wynikéw uzyskanych za pomoca spektrometrii mas
o okoto 1,2—1,8 razy. Podobnie podczas SEC, ze wzgledu na wysoka warto$¢ promienia hydro-
dynamicznego, IDPs sg eluowane z kolumny wolniej w poréwnaniu do biatek globularnych
o tej samej masie [26]. Bezposrednie metody wykorzystywane w badaniach IDPs to m. in.;
spektroskopia dichroizmu kotowego (CD, ang. circular dichroism); ultrawirowanie analityczne
typu szybkosciowego (SV-AUC, ang. sedimentation-velocity analytical ultracentrifugation);
fluorymetria; rozpraszanie promieni rentgenowskich (XRD, ang. X-ray diffraction); matoka-
towe rozpraszanie promieni rentgenowskich (SAXS, ang. small angle X-ray diffraction); spek-
troskopia magnetycznego rezonansu jadrowego (NMR, ang. nuclear magnetic resonance);
kriomikroskopia elektronowa (cryo-EM, ang. cryo-electron microscopy); czy spektrometria

masowa (MS, ang. mass spectrometry) [26].

Spektroskopia CD umozliwia oceng zawartosci poszczegdlnych struktur drugorzedo-
wych w biatku, co umozliwia szybka identyfikacje IDPs w preparacie [30]. Okreslenie obec-
no$ci IDRs staje si¢ jednak bardziej skomplikowane jesli w biatku obecne sg regiony uporzad-
kowane obok IDRs. Dodatkowo, pomiary CD pozwalajg jedynie na usredniony opis struktury
biatka, co w przypadku tak dynamicznych obiektéw badawczych jak IDPs prowadzi do utraty
czesci informacji. Niemniej jednak spektroskopia CD moze by¢ wykorzystywana z powodze-
niem do $ledzenia zmian strukturalnych, takich jak przejscie nieuporzadkowanie-uporzadko-
wanie pod wptywem wigzania ligandu przez IDPs. Pomiary CD w funkcji temperatury przy
obecnosci czynnikéw denaturujacych moga ponadto dostarczy¢ istotnych informacji o stabil-
nosci biatka w (nie)obecnosci ligandow [31]. Spektroskopia fluorescencyjna z wykorzystaniem
wewnetrznych 1 zewnetrznych chromoforéw biatkowych oraz rezonansowe przeniesienie ener-
gii rowniez mogg dac¢ istotny wglad w mikrootoczenie fluoroforéw, stopien upakowania cza-
steczki oraz odlegto$ci wewnatrzczasteczkowe [32]. Brakujace obszary w mapach gestosci
elektronowej uzyskanych przy pomocy XRD moga rowniez silnie wskazywacé na obecno$¢
IDRs w biatku. MS sprzezona z wymiang proton deuter (HDX, ang. hydrogen-deuterium ex-
change; HDX-MS) pozwala na okreslenie ekspozycji reszt aminokwasowych do rozpuszczal-
nika, i moze by¢ stosowana do lokalizacji regionéw IDRs oraz regionow potencjalnie oddzia-
hujacych z danym partnerem [33]. Z kolei wielowymiarowe, heterojadrowe eksperymenty
NMR sg bardzo uzyteczne w opisie struktury przestrzennej, oddziatywan i dynamiki biatek ta-
kich jak IDPs. Eksperymenty SV-AUC oraz SAXS mogg z kolei dostarczy¢ informacji o stop-

niu upakowaniu czasteczki ijej wiasciwosciach hydrodynamicznych, takich jak znaczne
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zwigkszenie promienia hydrodynamicznego IDPs w stosunku do biatek globularnych. Co wig-
cej, na podstawie danych SAXS i modelowania za pomocg optymalizacji dopasowania (EOM,
ang. ensemble optimization method) mozliwe jest wygenerowanie zbioru modeli najlepiej opi-

sujacych dane eksperymentalne [34].

&

Q 1.2 WELASCIWOSCI NUKLEOBINDYN | ICH POCHODNYCH

Nesfatyna-1 (N1, ang. nesfatin-1) zostata po raz pierwszy odkryta przez Oh-I 1 wsp.
w roku 2006 podczas poszukiwania nowych czasteczek regulujacych apetyt w komoérkach linii
SQ-5 stymulowanych troglitazonem [16]. Peptyd ten wraz z nesfatyng-2 (N2) oraz nesfatyna-
3 (N3) sa produktami proteolitycznego procesowania biatka prekursorowego — Nukleobindyny-
2 (Nucb2, ang. Nucleobindin-2). Nucb2 wraz z jej paralogiem — Nukleobindyna-1 (Nucb1, ang.
Nucleobindin-1) naleza do wysoce zachowanej w toku ewolucji rodziny Nukleobindyn i ce-

chuja si¢ wielodomenowa budowg [35] opisang szerzej w kolejnym rozdziale.

I 1.2.1 Budowa i geneza nukleobindyn oraz ich pochodnych

Nukleobindyny sa biatkami wigzacymi miedzy innymi jony Ca(Il) oraz DNA, stad tez
wczesniej Nucbl znano takze pod nazwa CALNUC [36]. Pierwsze doniesienia w literaturze
dotyczace Nucbl1 1 Nucb2 pochodzg odpowiednio z roku 1992 [37] 1 1994 [38]. Na podstawie
analiz filogenetycznych mozna przypuszczac, iz Nucb1 oraz Nucb2 ewoluowaty od wspdlnego
przodka zawierajacego cztery motywy dtoni EF [39]. Sekwencja Nukleobindyn cechuje si¢
obecnoscia szesciu charakterystycznych elementéw (Rys. 1.3) [38]: krotkiego peptydu sygna-
towego na koncu N; regionu bogatego w reszty Leu/lle; regionu wigzacego DNA (DBD, ang.
DNA binding domain); dwoch motywow dloni EF flankujacych region bogaty w aminokwasy
kwasne oraz zamka leucynowego (ZIP, ang. leucine zipper). Na koncu C, po ZIP, jak si¢ przy-
puszcza obecny jest rowniez region inherentnie nieuporzadkowany (IDR, ang. intrinsically di-
sordered region) [40]. Sekwencja aminokwasowa obu paralogow jest, jak juz wspomniano, sil-
nie zachowana w toku ewolucji. Nucb1 oraz Nucb2 posiadajg dodatkowo zachowane w toku
ewolucji miejsca zawierajace reszty KR oraz RR (Rys. 1.3), ktore in vivo sa prawdopodobnie
rozpoznawane przez konwertaze prohormonow-1/3 (PC-1/3, ang. prohormone convertase-1/3)
oraz -2 (PC-2, ang. prohormone convertase-2). W wyniku dzialania konwertaz prohormonow
(PCs, ang. prohormone convertases) na Nucb1 powstaje peptyd podobny do nesfatyny-1 (NLP,

ang. nesfatin-1-like peptide). Z kolei procesowanie Nucb2 przez PCs skutkuje powstaniem: N1,
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N2 oraz N3 (Rys. 1.3). W budowie N1 wyro6znia si¢ trzy fragmenty: koniec N (N23), region
srodkowy (M30) oraz koniec C (C29). Ludzkie, mysie, szczurze oraz kurze [41] paralogi Nu-
kleobindyn wykazuja pomigdzy sobg ponad 50% podobienstwa sekwencji aminokwasowej

oraz ponad 80% pomigdzy odpowiednimi homologami (Rys. 1.3). Stopien zachowania
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Rys. 1.3 Zachowanie w toku ewolucji sekwencji Nukleobindyn

Przyrownanie wybranych sekwencji Nukleobindyn z bazy danych NCBI (identyfikatory sekwencji zaczynajac od
gory przyrownywania: AAH02356.1; NP_001157134.1; AAI00644.1; XP_005164008.1; KAI4070260.1;
NP_001123951.1; NP_067695.1; AAH47852.1; NP_001006468.2) w programie Unipro UGENE algorytmem
ClustalQ. Schemat kolorystyczny wg ClustalX i stopnia podobienstwa reszt aa. U gory kazdego wiersza dodat-
kowo zamieszczono sekwencje konsensowa, stopien zachowania, motywy i domeny obecne w sekwencji, a takze
regiony sekwencji obejmujgce NLP oraz nesfatyny. Plusy wskazujg na wymiang na podobne aminokwasy. Po-
nadto zaznaczono rowniez reszty uczestniczgce w wigzaniu jonow Ca(Il). Rysunek na podstawie [34].
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sekwencji aminokwasowej nukleobindyn w toku ewolucji jest znaczacy nawet pomiedzy
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Rys. 1.3 cd.

organizmami bardziej odleglymi od siebie ewolucyjnie. Przyktadowo, stopien zachowania se-
kwencji aminokwasowej pomi¢dzy homologami ludzkiej Nucb1 i Nucb2 a dania pregowanego

(tac. Danio rerio) wynosi ponad 60% (Rys. 1.3).

I 1.2.2 Wilasciwosci domen paralogéw nukleobindyn

Peptyd sygnatowy, odpowiada za poczatkowa translokacje dojrzewajacej Nucbl do re-
tikulum endoplazmatycznego (ERm, ang. endoplasmic reticulum) [42]. Nastepnie, w wyniku
proteolitycznego usunigcia peptydu sygnatowego w ERm, Nucbl ulega eksportowi do aparatu
Golgiego (GA, ang. Golgi apparatus). Istotny w tym procesie jest region bogaty w reszty
Leu/lle, ktory zostal zidentyfikowany jako nowy motyw retencji w GA [43]. Pomimo braku
analogicznych badan dotyczacych eksportu Nucb2 z GA do ER na podstawie znaczacej homo-
logii sekwencji konca N pomiedzy Nucbl oraz Nucb2 zasadne wydaje si¢ przekonanie o po-
czatkowym procesowaniu Nucb2 w podobny sposob. Istotnie, zespot Nesselhut 1 wsp. wykazat,
iz utrata konca N Nucb2 prowadzi do translokacji rekombinowanego biatka z GA do cytopla-
zmy [43]. Ponadto, krytyczna w eksporcie z ERm do GA jest obecno$¢ wysoce zachowane;j
w toku ewolucji Pro2 (Rys. 1.3), ktorej mutacja prowadzi do retencji Nucbl w ERm [42]. Co
ciekawe, Nucbl w komorkach linii AtT20 podlega eksportowi zewnatrzkomorkowemu z GA
szlakiem konstytutywnym, jednak w sposob zdecydowanie wolniejszy w poréwnaniu do in-
nych bialek eksportowanych tym szlakiem [44]. Nucb2 obecna jest rowniez w jadrze komor-
kowym [40,45]. Istniejg zatem cztery subkomorkowe pule Nucbl/Nucb2: cytozolowa, ze-
wnatrzkomorkowa, pula obecna w GA i/lub ERm a takze pula obecna w jadrze komérkowym.
Region bogaty w reszty Ile/Leu bierze réwniez udziat w wigzaniu jonéw Zn(II) [46]. Oba pa-
ralogi zawierajg jedno lub dwa przewidziane miejsca wigzace Zn(Il), ktére sg zblizone do mo-
tywu wigzacego jon Zn(Il) obecnego w karboksypeptydazie A, tj. HFREX,H 1 HFTEX,H
obecne odpowiednio pomigdzy: 46—74 1126—-152 reszta aminokwasowa (Rys. 1.3) [47].
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Eksperymenty kalorymetryczne potwierdzajg istnienie dwoch rownocenncyh miejsc w ludzkiej
Nucbl (hNucbl) wigzacych jony Zn(II) i o stalej dysocjacji tego kompleksu (Kq) rownej 32 nM
[47]. Z drugiej strony w ludzkiej (hNucb2) i kurzej Nucb2 (gNucb2) réwniez wykazano obec-
no$¢ dwoch miejsc wigzacych Zn(Il), jednak o r6znym powinowactwie i Kq réwnej odpowied-
nio: 24 1 14 pM (hNucb2) oraz 188 134 uM (gNucb2) [46]. Istnieja zatem réznice w powino-
wactwie miejsc wigzacych do jonow Zn(I) w tym samym biatku oraz réznice w wigzaniu po-
wyzszych jonow pomiedzy homologami oraz paralogami, co w konsekwencji moze mie¢ im-
plikacje fizjologiczne, specyficzne dla danego organizmu.

Zasadowe domeny DBD paralogéw Nukleobindyn najprawdopodobniej wykazujg roz-
nice pomigdzy sobg w specyficznosci rozpoznawanych sekwencji. DBD obecna w sekwencji
aminokwasowej Nucb1 rozpoznaje kanoniczng kasete E (ang. E-box) o sekwencji uzgodnione;j
5'-CANNTG-3' [48]. Kluczowy region DBD wydaje si¢ rozcigga¢ pomiedzy Tyr146 a Leul62
(Rys. 1.3), przy czym substytucje reszt hydrofobowych w sekwencji aminokwasowej DBD
Nucb2 moga sta¢ za jej niezdefiniowang jak dotad specyficzno$cig wigzanej sekwencji DNA
[48]. Dodatkowo w sekwencji aminokwasowej DBD paralogéw Nukleobindyn przewiduje si¢

obecnos$¢ sekwencji lokalizacji jadrowej (NLS, ang. nuclear localization sequence) [49].

Tuz przed pierwszym motywem dtoni EF w sekwencji paralogow Nukleobindyn obecne
jest wysoce zachowana w toku ewolucji sekwencja DXXD (reszty aminokwasowe 215-219;
Rys. 1.3) rozpoznawana in vivo przez kaspaze 3 (Cas3, ang. caspase-3), Cas6 i Cas8 [49].
W zwiagzku z powyzszym progresja apoptozy i/lub procesow zapalnych moze prowadzi¢ do
rozdzielenia domen Nukleobindyn i zmian w funkcjach paralogéw. Niemniej jednak doktadne

poznanie udzialu Nukleobindyn w powyzszych procesach wymaga dalszych badan.

Motyw dtoni EF zawierajacy charakterystyczng strukture helisa-p¢tla-helisa (HLH, ang.
helix-loop-helix) wystepuje powszechnie w biatkach wigzacych jony Ca(Il) ikanonicznie
sktada si¢ z 29 reszt aminokwasowych tworzacych: helis¢ I (helisa E), petle wokoét jonu Ca(1l)
1 helisg¢ II (helisa F) [50]. Typowo w sekwencji bialek wigzacych jony Ca(Il) obecne sg co naj-
mniej dwa motywy dloni EF, ktore moga wykazywac¢ odstgpstwa od budowy kanonicznej oraz
by¢ oddalone wzgledem siebie w roznym stopniu [51]. Jak juz wspomniano Nukleobindyny
zawierajg dwa wysoce zachowane w toku ewolucji motywy dioni EF (Rys. 1.3); pierwszy
z nich (EF1) wykazuje budowe kanoniczng natomiast drugi (EF2) niekanoniczng z substytucja
Gly/Arg w pozycji 6 petli ztozonej z 12 reszt aminokwasowych. Koniec C hNucbl [52] oraz
hNucb2 i gNucb?2 [41] podczas nieobecnosci jondw Ca(Il) jest inherentnie nieuporzadkowany,

natomiast formy holo- cechuja si¢ pojawieniem struktur uporzagdkowanych w rejonach dtoni
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Rys. 1.4 Struktura krystaliczna regionu wiazacego jony Ca(ll) hNucb1

Struktura krystaliczna regionu hNucb1 zawartego pomigdzy 205-305 resztg aa. (numeracja zgodna z Rys. 1.3).

Na rysunku zaznaczono: motyw dtoni EF1 (kolor pomaranczowy; 223-254 reszta aa.) i EF2 (kolor granatowy;

263-303 reszta aa.). Reszty aa. uczestniczace W wigzaniu jonow Ca(Il) (purpurowa sfera) przedstawiono za po-

mocg modelu kulkowego. Model wykonano na podstawie [54] w programie UCSF Chimera.
EF [41,52]. Jest to wlasciwo$¢ dos¢ zaskakujaca biorac po uwage, iz wigkszos¢ biatek zawie-
rajacych motyw EF (poza biatkami z motywem EF w ktorych Ca(Il) spetnia role strukturalna,
np. sarkoplazmatyczne biatko wiazace Ca(Il) [53]) wystepuje w ustrukturyzowanej konforma-
cji, ktora pod wptywem wigzania jondOw przechodzi z konformacji zamknietej do otwartej [54].
Struktura trzeciorzgdowa regionu wigzacego jony Ca(Il) hNucbl (Rys. 1.4) wskazuje, iz oba
motywy dtoni EF przyjmuja otwartag konformacje, jak wiele innych biatek EF, przy czym te
obecne w izolowanym fragmencie konica C Nucbl cechuja si¢ wigksza elastycznos$cig [55].
Moze to wynika¢ czesciowo z mniejszej stabilnosci tego fragmentu niepotagczonego z sekwen-
cjg konca N. Wyniki eksperymentéw kalorymetrycznych rowniez wskazuja na dwa miejsca
wigzace jony Ca(Il) w przypadku hNucbl o K4 réwnej 6,3 1 73,5 uM. Podobnie w przypadku
hNucb2 1 gNucb2 wykazano istnienie dwoch miejsc wigzacych jony Ca(Il) o K4 16,81 19,8 uM
(hNucb2) oraz 61 1303 uM (gNucb2) [46]. Ponadto w nieobecnosci jonow Ca(Il) wszystkie
domeny Nucbl wydaja si¢ by¢ niezalezne od siebie, dopiero podczas wigzania jonow Ca(Il)
dochodzi do oddziatywania domen konca N z domenami obecnymi na koncu C [56].W regionie
obejmujacym drugi motyw dloni EF obu paralogéw pomiedzy resztami aminokwasowymi
284-303 (Rys. 1.3) znajduje si¢ rowniez zachowane w toku ewolucji miejsce wigzace podjed-
nostke Ga,ixGDP, a oba paralogi wykazujg aktywno$¢ czynnikow wptywajacych na szybkos¢
wymiany nukleotydu guaninowego (Rozdzial 1.2.3.1) [57]. W wigzaniu podjednostki Ga,i
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szczegblnie istotne sg reszty Leu293, Phe296 1 Leu297 Nucbl oraz Nucb2 [57]. W zwigzku
z powyzszym oba paralogi sg zaangazowane w regulacje kaskad sygnatowych receptorow

sprzezonych z biatkami G (GPCRs, ang. G-protein-coupled receptors).

Wykazano, iz hNucb1 wykazuje aktywnos$¢ proteazy serynowej, a jej triada katalityczna
moze by¢ ztozona z reszt Asp307, His319 oraz Ser358 (Rys. 1.3) [47]. Aktywnos¢ proteoli-
tyczna hNucbl1 jest z kolei hamowana przez wigzanie jonow Zn(Il) oraz podjednostki Ga,il
[47]. Jest zatem mozliwe, iz in vivo w odpowiedzi na bodzce zewnetrzne aktywnos¢ enzyma-
tyczna Nucbl moze by¢ regulowana czasoprzestrzennie. Niestety brak jest w literaturze donie-
sief 0 podobnej aktywnos$ci Nucb2, ktora dodatkowo wykazuje zmiennos¢ reszt aminokwaso-

wych w rejonie miejsca aktywnego w stosunku do hNucbl.

ZIP sktada si¢ zwykle z pieciu wystepujacych po sobie heptad reszt aminokwasowych,
w ktorych kazda 7 reszt¢ aminokwasowa stanowi reszta Leu [58]. Zasadowy ZIP (bZIP, ang.
basic ZIP), ztozony z zasadowego regionu na koncu N odpowiedzialnego za wigzanie DNA
i1 ZIP na koncu C odpowiedzialnego za dimeryzacje stanowi element strukturalny wielu czyn-
nikow transkrypcyjnych, takich jak Fos, Myc, czy Jun [59]. Zarowno Nucbl jak i Nucb2 wy-
kazuja duze 1 nietypowe rozdzielenie regionéw zasadowego i ZIP oraz obecno$¢ wigcej niz jed-
nego motywu HLH, ktory jednocze$nie stanowi element dloni EF. Dlatego tez postuluje sie,
izobecny w sekwencji obu paralogbw motyw: region zasadowy/HLH/region kwa-
$ny/HLH/ZIP, moze by¢ motywem charakteryzujacym nowa klase¢ czynnikdéw transkrypceyj-
nych [38]. Dodatkowo, wykazano, iz ZIP jest kluczowy dla dimeryzacji hNucb1 a na podstawie
badan przeprowadzonych w ramach tej pracy oraz przez Skorupska-Stasiak i wsp. uzasadnione

wydaje si¢ by¢ stwierdzenie, ze jest on niezbedny rowniez w przypadku Nucb2/N3 [60].

1.2.2.1 Modyfikacje potranslacyjne Nukleobindyn

Modyfikacje potranslacyjne (PTMs, ang. posttranslational modifications) bialek pole-
gaja na ich kowalencyjnej modyfikacji poprzez specyficzne proteolityczne odcigcie czgsci se-
kwencji biatka lub dodaniu grup funkcyjnych do wybranych reszt aminokwasowych takich jak:
acetylowa, fosforanowa, glikozylowa, czy metylowa [61]. W konsekwencji PTMs maja kry-
tyczne znaczenie z puntu widzenia wielu proceséw biologicznych i w znaczny sposdb wpty-
waja na wlasciwos$ci molekularne biatek [62]. Na podstawie wynikéw (pochodzacych z wyso-
koprzepustowej tandemowej spektrometrii mas) dostgpnych w bazie PhosphoSitePlus mozna
zauwazy¢, 1z PTMs pomiedzy paralogami Nukleobindyn poza fosforylacja reszt aminokwaso-
wych S61 oraz S65 (Tab. 1.1) nie wykazuja wysokiego stopnia zachowania [63]. Pomimo tego,

oba paralogi wykazuja obecno$¢ fosforylacji reszt aminokwasowych w rejonie motywow dloni
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EF (Tab. 1.1). W zwiazku z powyzszym PTMs w obrgbie regiondéw anoreksygenicznego oraz
wigzacego jony Ca(Il) moze znaczaco wplywaé na wlasciwosci i funkcje obu paralogdéw. Inne
PTMs wykryte w badaniach proteomicznych wykazaty ubikwitynacj¢ oraz acetylacj¢ obu pa-

ralogow.

Tab. 1.1 Profil PTMs paralogéw Nukleobindyn

Typ modyfikacji Typ modyfikacji

S61 P S17 P

S65 P Y29 P
T127 P K60 Ub
K156 Ac S61 P
Y158 P S65 P
Y169 P S100 P
S203 P Y147 P
K281 Ub S235 P
S348 P S310 P
T352 P Y369 P

Przedstawiono PTMs z bazy danych PhosphoSitePlus o czestotliwosci wystepowania wigkszej niz 2 w wysoko-
przepustowych badaniach proteomicznych. Numeracja reszt aa. wedlug Rys. 1.3. Typy PTMs: P — fosforylacja;
Ub — ubikwitynacja; Ac — acetylacja.

I 1.2.3 Dystrybucja i aktywnos¢ biologiczna Nucb1

Ludzka, mysia i kurza Nucbl sg biatkami o masie okoto 55 kDa. Gen ANucb] jest zlo-
kalizowany na chromosomie 19 1 zawiera 13 egzondéw [39]. W rejonie promotorowym genu
zlokalizowane sg elementy charakterystyczne dla genéw metabolizmu podstawowego (ang. ho-
usekeeping genes), takie jak: obecno$¢ kasety CCAAT 1 brak kasety TATA; obecno$¢ miejsca
rozpoznawanego przez czynnik transkrypcyjny Spl oraz kilku miejsc inicjacji translacji [64].
Struktura krystaliczna Nucb1, poza fragmentem wigzacym jony Ca(Il) (Rys. 1.4), oraz produk-
tow jej proteolitycznego procesowania pozostaje niezbadana. Nucbl1 jest biatkiem obecnym we
wszystkich gtownych osrodkach centralnego uktadu nerwowego (CUN), wtym w (Rys.
1.5) [65]: korze mozgowej; jadrze wechowym; prazkowie; wzgorzu (TH, ang. thalamus); pod-
wzgorzu (HYP, ang. hypothalamus); hipokampie (HIP, ang. hippocampus); mozdzku; pniu mo-
zgu [65]. Nucbl jest rowniez ekspresjonowana w komorkach [66]: tarczycy i przytarczycy;
trzustce; zotadku; dwunastnicy; jelicie czczym; okreznicy; nadnerczach; jadrach; jajnikach.
Warto rowniez podkresli¢, iz pomimo wysokiej homologii sekwencji aminokwasowej pomig-
dzy Nucbl1 oraz Nucb2 ich subkomoérkowa lokalizacja pozostaje bez wyraznej korelacji pomig-
dzy paralogami [65,66]. Niemniej, odkrycie molekularnych podstaw tego stanu rzeczy jest

istotne dla glgbszego poznania funkcji obu biatek. Nucb1 zostata poczatkowo zidentyfikowana
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Rys. 1.5 Dystrybucja Nucbl w CUN

Mikrofotografie fluorescencyjne szczurzego mozgu obrazujace immunoreaktywno$¢é wobec Nucbl. (A) Sekcje
mozgu odpowiadajace panelom (B-F) i cechujace sie rozlegly dystrybucja Nucbl, ktora dodatkowo obecna jest
réwniez w rdzeniu kregowym (G) oraz korzeniu grzbietowym (H). AON —jadro wechowe przednie; CA3 —region
CA3 hipokampu; Cb — mézdzek; CPu — skorupa; DH — rog grzbietowy; DRN — jadro grzbietowe szwu; 10 — jadro
oliwkowe dolne; MCx — kora ruchowa; NAc — jadro potlezace; PCx — kora przedczotowa; PN — jadro mostu; PTN
— jadro przykomorowe wzgorza; VCx — kora wzrokowa; VMH — jadro brzuszno-przysrodkowe. Skala: 500 um
(B-F); 250 um (G, H); 50 um (wstawki). Zmodyfikowano z [64].

jako biatko zaangazowane w procesy autoimmunologiczne oraz apoptoze [39]. Nucb1 uczest-
niczy jednak réwniez w regulacji innych procesow, wsrdd ktérych mozna wymienié: udziat
w utrzymywaniu homeostazy jonow Ca(Il) [36]; regulacji szlakow przekazywania sygnatow
z udziatem receptoréw sprzezonych z biatkami G (GPCRs, ang. G-protein-coupled receptors)
[52,67]; regulacji odpowiedzi na bialka niesfaldowane (UPR, ang. unfolded protein response)

[68]; udziat w procesie mineralizacji kosci [69]; czy karcynogenezie [70].

1.2.3.1 Nucbl oddziatuje 7 biatkami G

Biatka G stanowig rodzine¢ biatek adaptorowych dla receptorow GPCR 1 sg zaangazo-
wane w przekazywanie sygnatu do wnetrza komoérki w odpowiedzi na bodzce zewngetrzne.
Biatka G sg heterotrimerami ztozonymi z podjednostek Go, G oraz Gy [71]. Istnieje wiele
izoform tych podjednostek, ktére moga asocjowac ze soba, co jednoczesnie ukierunkowuje ich

specyficznos¢ [72]. Wiagzanie ligandu przez GPCR skutkuje dysocjacjg trimeru na podjednostki
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Ga oraz GPBy. Dysocjacja kompleksu Gafy jest wynikiem wymiany difosforanu guanozyny
(GDP, ang. guanosine diphosphate) zwiazanego z podjednostka Ga na trifosforan guanozyny
(GTP, ang. guanosine triphosphate) w odpowiedzi na aktywacje receptora. Powolna hydroliza
zwigzanego GTP do GDP wywotuje z kolei odtworzenie heterotrimeru [71,72]. W zwigzku
z tym biatka te przechodza cyklicznie pomigdzy stanem aktywnym i nieaktywnym, funkcjonu-
jac jako swoiste przetaczniki molekularne. Aktywnos¢ podjednostki Ga jest dodatkowo modu-
lowana przez czynniki wymieniajace nukleotyd guaninowy (GEFs, ang. guanine nucleotide ex-
change factors), inhibitory dysocjacji nukleotydu guaninowego (GDIs, ang. guanine dissocia-
tion inhibitors) oraz biatka aktywujace GTPaz¢ (GAPs, ang. GTPase-activating proteins).
GEFs ulatwiaja wymiang GDP na GTP, GDIs ja hamuja a GAPs stymuluja z kolei aktywno$¢
GTPazy podjednostki Ga [73]. Wyrdzni¢ mozna cztery gldwne podrodziny podjednostek Ga:
Gs; Gi; Gg; Gi213. Odpowiednie podrodziny podjednostek Go oddzialuja ze specyficznym
efektorem, np. zcyklaza adenylanowa (AC, ang. adenylate cyclase), czy fosfolipaza C.

Go,01

Ga,i3

AN

+Ca(ll)
+Mg(ll)

o 6¢1\a‘VWanle

Cytozol

Rys. 1.6 Oddziatywanie Nucb1 z biatkami G
(A) Biatka G oddziatujace i (B) nieoddziatujace z Nucbl. (C) Nucbl wptywa na redystrybucje podjednostek
Ga,1/2 do cytozolu oraz Ga,i3 do granul RSG. Nuch1 obecna w cytozolu oddziatuje z podjednostkami Ga,i obec-
nymi na GA oraz na powierzchni pecherzykoéw uwolnionych z GA. Nucbl obecna w cysternach GA, po kilkugo-
dzinnej retencji w GA, ulega eksportowi szlakiem konstytutywnym na zewnatrz komorki. Rysunek wykonano na
podstawie [73].
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Konsekwencja stymulacji efektorow jest powstanie wtorych czasteczek sygnatowych takich
jak: cykliczny nukleotyd adenylowy (cAMP, ang. cyclic adenosine monophosphate); jony
Ca(Il); 1,4,5-trifosforan inozytolu, ktore stymulujg dalsza propagacje sygnatu wewnatrz ko-
morki [71-73].

Oddziatywanie Nucb1 z cztonkami podrodziny Ga,i (Ga,il; Ga,i2; Ga,i3; Ga,01; Ga,z)
oraz podrodziny Ga,s zostalo wykazane przez Lin 1 wsp. w roku 1998 (Rys. 1.6), przy czym
najwicksze powinowactwo Nucb1 obserwowano do podjednostek Ga,il oraz Ga.,i3 [36]. W po-
wyzszej pracy wykazano takze brak oddziatywania Nucb1 z podjednostkami: Ga,q; Ga,12 oraz
Ga,13 (Rys. 1.6) [36]. W pdzniejszej pracy opublikowanej przez Lin i wsp. wykazano z kolei,
1z Nucb1 oddziatuje specyficznie z helisg a5 podjednostki Ga,i3 w sposob zalezny od jonow
Ca(Il) oraz Mg(Il) [74]. W warunkach braku jonéw metali dwuwarto§ciowych nie obserwo-
wano jednak oddziatywan pomiedzy biatkami. W kolejnej pracy Lin i wsp. wykazali, iz na-
dekspresja Nucb1 wptywa na redystrybucj¢ podjednostek Ga,i1/2 do bton cytoplazmatycznych
oraz podjednostek Ga,i3 (Rys. 1.6) do granul wydzielniczych szlaku niekonstytutywnego
(RSG, ang. regulatory secretory granules) [75]. Mimo to, Nucb1 nie wplywata na subkomor-
kowga lokalizacj¢ podjednostek GBy. Co ciekawe, wigzanie Ga,i3 przez Nucb1 nie miato takze
wplywu na szybko$¢ wymiany nukleotydu guaninowego, co zaprzecza jej funkcji GEF/GDI dla
tej podjednostki [75]. Badania wykonane przez zespot Kapoor i wsp. wskazuja jednak na role
GDI Nucb1 podczas jej oddzialywania z podjednostka Ga,il w nieobecnosci jondw Ca(Il) [52].
Wiasciwos¢ GDI Nucbl dla podjednostki Ga,il zostata réwniez potwierdzona in vivo w ko-
morkach linii HEK293 [52]. Oddzialywanie Nucbl z biatkami Ga,i moze by¢ zatem regulo-
wane obecnoscig jonéw Ca(Il) i modulowaé aktywnos¢ szlakow sygnalizacyjnych, w ktorych

biorg udziat.

1.2.32  NLP wykazuje aktywnosé biologiczng

Peptyd podobny do nesfatyny-1 (NLP, ang. nesfatin-1-like peptide), podobnie jak N1
(Rozdzial 1.2.4.1), jest agonista nieznanego dotad receptora i jest on prawdopodobnie zaanga-
zowany w regulacje¢ homeostazy energetycznej, co wykazano u szczuroéw oraz u karasia ztoci-
stego (tac. Carassius auratus) [76,77]. Zarbwno u szczuréw oraz karasia ztocistego kilkud-
niowe, dootrzewnowe podawanie NLP skutkowato zmniejszeniem ilosci przyjmowanego po-
zywienia [76,77]. Co wigcej, wplywato ono takze na ekspresje pozostatych hormonéw wywo-
hujac: zwigkszenie ekspres;ji greliny (GRE, ang. ghrelin) oraz cholecystokininy (CCK, ang. cho-

lecystokinin) u szczuréw [76]; zmniejszenie ekspresji GRE 1 oreksyny A u karasia ztocistego
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przy jednoczesnym zwigkszeniu ekspresji transkryptu regulowanego przez kokaine i amfeta-

ming (Rys. 1.7; CART, ang. cocaine and amphetamine regulated transcript) [77].

NLP (wraz z N1) wptywa rowniez na poziom proopiomelanokortyny (POMC, ang. pro-
opiomelanocortin) bedacej prekursorem wielu istotnych hormonow (Rys. 1.7), w tym: S-en-
dorfiny; hormonu adrenokortykotropowego (ACTH, ang. adrenocorticotropic hormone) regu-
lujacego odpowiedz na bodzce stresowe; a-, f- 1 y-melanotropiny (y-MSH, ang. y-melanocyte

stimulating hormone) [78,79]. W komorkach linii AtT-20 wykazano, i1z ich stymulacja za

A
Przyjmowanie pokarméw { 4\ Przyjmowanie pokarméw
¥ e
Grelina T Grelina ¥

Cholecystokinina T - \ Oreksyna A {
e CART 1

Glukoza ™ v ol ’ o > Insulina®

Regulacja gospodarki energetycznej
i cisnienia krwi w odpowiedzi na bodZce stresowe
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Rys. 1.7 Wplyw NLP na poziom wybranych hormonéw

Jadro komérkowe

(A) Kilkudniowe dootrzewnowe podawanie NLP wplywa na zwigkszenie/zmniejszenie poziomu hormonow
uczestniczacych w regulacji homeostazy energetycznej u szczura oraz karasia ztocistego. NLP zwigksza rowniez
poziom insuliny przy wysokim stezeniu glukozy. (B) Wptyw NLP/N1 na syntez¢ POMC. NLP/N1 aktywujac
specyficzny GPCR wywotuja wymiang GDP zwigzanego z podjednostka Ga,s na GTP i jej dysocjacje od Gpy.
W konsekwencji Ga,s stymuluje cyklaze adenylanowa i konwersje ATP do cAMP z jej udziatem. Nastgpnie
cAMP wiaze si¢ do regulatorowych podjednostek PKA, co wywotuje dysocjacje i uwolnienie katalitycznych pod-
jednostek PKA. Aktywna katalitycznie podjednostka PKA fosforyluje nastepnie CREB, ktory z kolei promuje
transkrypcje gendéw POMC. Ponadto, zwigkszonej ekspresji podlega rowniez PC1/3, ktdra uczestniczy W proce-
sowaniu POMC oraz Nucb1/Nucb2. Znaczenie procesowania Nucb1/Nucb?2 na sekrecje ATCH jest jak dotad nie-
poznane. Rysunek na podstawie [75-77].
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pomoca NLP wywotluje wzrost ekspresji POMC wraz ze zwigkszeniem poziomu ufosforylowa-
nej (p-) kinazy biatkowej A (PKA, ang. protein kinase A; p-PKA) oraz czynnika transkrypcyj-
nego aktywowanego w odpowiedzi na cAMP (CREB, ang. cAMP response-element binding
protein) [78]. W zwigzku z tym indukcja ekspresji POMC przez NLP wydaje si¢ by¢ regulo-
wana szlakiem cAMP/PKA/CREB (Rys. 1.7). Ponadto, stymulacja komorek linii AtT-20 przez
NLP/N1 skutkuje dodatkowo zwigkszong ekspresja PC1/3, bedacej kluczowym enzymem
w procesowaniu POMC do ACTH oraz Nucb1/Nucb2 do NLP/N1 [78]. Biorac zatem pod
uwage kolokacje Nucb2/N1 zPC1/3 w cytoplazmie stymulacja produkcji POMC przez
NLP/N1 moze wptywac¢ dodatkowo (na zasadzie sprzezenia zwrotnego) na procesowanie ich
form prekursorowych [78,80]. Niemniej jednak potencjalny wptyw tego procesu na sekrecje
ATCH wymaga dalszych badan. ATCH stymuluje produkcje kortyzolu, ktéry wptywa na regu-
lacj¢ gospodarki energetycznej organizmu oraz ci$nienia krwi w odpowiedzi na bodzce stre-
sowe. Co ciekawe, ekspresja Nucb1/NLP ma miejsce rowniez w kardiomiocytach przedsionka
oraz komor serca. Wykazano, iz dootrzewnowe podawanie NLP u D. rerio oraz C. auratus wy-
wotuje zalezne od st¢zenia zmniejszenie wydolno$ci serca poprzez: zmniejszenie objetosci
koncoworozkurczowej, koncowoskurczowej, wyrzutowej i zmniejszenie tetna [81]. Ponadto,
stymulacja za pomocg NLP wptywala rowniez na zmniejszenie ekspresji sarko-/endoplazam-
tycznej pompy Ca(Il) (SERCA, ang. sarco-/endoplasmic reticulum Ca(ll)-ATPase) oraz recep-
torow rianodynowych — biatek kluczowych dla regulacji procesu skurczu migsnia [81]. Jest
zatem mozliwe, iz stymulacja produkcji ACTH przez NLP wraz z pobudzeniem przez nig
wspotczulnego uktadu nerwowego moze regulowac cisnienie krwi. Nucb1/NLP stymuluje po-
nadto sekrecj¢ insuliny przez komorki B trzustki w warunkach hiperglikemicznych (Rys. 1.7)
[82]. Komorki B trzustki (w przeciwienstwie do komorek o) cechujg si¢ wysoka ekspresja

Nucb1/NLP i ich kolokacja z insulina, co wskazuje na ich endokrynng role [82].

I 1.2.4 Dystrybucja, aktywnos¢ biologiczna i wtasciwosci Nucb2/N1

Nucb2 jest biatkiem o masie okoto 50 kDa u ssakéw, ktore po raz pierwszy zidentyfi-
kowano w linii komdrkowej KM3 ostrej biataczki limfoblastycznej [38]. Gen kodujacy hNucb2
jest zlokalizowany na 11 chromosomie. Sktada si¢ on z 14 eksonéw oraz 13 introndéw [83].
Nucb2/N1?! sa biatkami powszechnie wystepujacymi w organizmie. Nucb2/N1 s3 obecne
w miedzymodzgowiu (Rys. 1.8) w jadrach [16]: przykomorowym (PVN, ang. paraventricular

1 Nuch2 i/lub N1; przeciwciata komercyjne stosowane w badaniach immunohistochemicznych sa specy-
ficzne zar6wno wobec Nucb2 jak i N1
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Rys. 1.8 Dystrybucja Nucb2/N1 w CUN
Dystrybucja Nucb2/N1 w miedzymoézgowiu: (A) w jadrze przykomorowym (PVN); (B, C, D) oraz w innych
o$rodkach podwzgorza w jadrze brzuszno-przysrodkowym (VMH), bocznym podwzgorzu (LH), jadrze grzbie-
towo-przysrodkowym (DMH), tukowatym (Arc) i przypeczkowym (PF); (E) w kresomoézgowiu W jadrze pod-
stawnym ciata migdatowatego (BLA); (E) w $§rédmoézgowiu W jadrze Edingera-Westphala (EW); (F) w tytomo-
zgowiu w jadrze pasma samotnego (NTS) i brzusznej czgsci jadra ruchowego (DMN). Zmodyfikowano z [84].

nucleus); tukowatym (ARC, ang. arcuate nucleus); nadwzrokowym (SON, ang. supraoptic
nucleus); bocznym podwzgoérzu (LHA, ang. lateral hypothalamic area) oraz w pniu mdzgu
w [84]: jadrach szwu i jadrze nerwu btednego (NTS, ang. nucleus of the solitary tract); miejscu
sinawym; jadrze oliwkowym dolnym. Dodatkowo wykazano immunoreaktywno$¢ wobec
Nucb2/N1 w przodomoézgowiu (Rys. 1.8) [84,85]: w jadrze potlezacym (NAc, ang. nucleus ac-
cumbens) 1przednim jadrze wechowym; ciele migdatlowatym (AmG, ang. amygdala); oraz
rdzeniu kregowym. Co ciekawe, podobnie jak Nucbl/NLP, Nucb2/N1 sa obecne glownie
w ciele komorki nerwowej a nie w poblizu zakonczen synaptycznych (Rys. 1.9) [65]. Warto
réwniez podkresli¢, i1z subkomorkowa dystrybucja Nucb2/N1 w komoérkach nerwowych roz-
cigga si¢ w cytozolu w porownaniu do zlokalizowanych gtownie w okolicy GA Nucbl/NLP
(Rys. 1.9). W zwigzku z powyzszym sekrecja Nucb2/N1 (oraz Nucb1/NLP) najprawdopodob-
niej odbywa si¢ z dendrytéw komorki nerwowej, tak jak ma to miejsce w przypadku oksyto-
cyny (OXT, ang. oxytocin) iwazopresyny [86,87]. W konsekwencji dziatanie Nucb2/N1
w CUN moze by¢ auto- 1 parakrynne. Warto jednak doda¢, iz neuropeptydy podlegajace sekre-
cji z dendrytéw cechujg si¢ wysokim czasem poltrwania w mdzgu 1 czgsto moga dyfundowad
do dalej potozonych osrodkow [88]. Wykazano, iz N1 jest réwniez wysoce stabilna nie tylko
w mozgu, ale rowniez we krwi oraz swobodnie pokonuje barier¢ krew-mozg nie osiagajac przy

tym stanu wysycenia [89]. Dodatkowo, zewnatrzkomorkowo neuropeptyd w sposob
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autokrynny moze mobilizowa¢ pecherzyki wydzielnicze i potggowacé swoje wydzielanie, prze-
ktadajac si¢ na dtugotrwale dziatanie, jak ma to miejsce w przypadku OXT [86,87]. Sekrecja
neuropeptydow z dendrytdow moze ponadto odbywaé si¢ w sposob niezalezny od sekrecji ak-

sonalnej, co pozwala na wyrafinowang i czasoprzestrzenng kontrole ich dziatania [86—88].

Poza CUN, wykazano obecnos$¢ Nucb2/N1 w licznych tkankach obwodowych, w tym
w: tkance thuszczowej [90]; sercu [91]; plucach [92]; zotadku [91,92]; dwunastnicy, jelicie cien-
kim 1 grubym [93]; trzustce 1 watrobie [94]; jadrach [92] i jajnikach [92]. Co ciekawe, Stengel
1 wsp. wykazali, iz ekspresja Nucb2/N1 jest nawet szesnascie razy wigksza w blonie §luzowej
zotadka w odniesieniu do ich poziomu w mézgowiu u szczurdw [91]. Z drugiej strony Kim
1 wsp. wykazali wysoki poziom mRNA Nucb2/N1 w (kolejnos¢ wedtug zmniejszajacego si¢
poziomu): przysadce mézgowej, gonadach, ptucach i zotadku myszy [92]. Zrdznicowany po-
ziom tkankowej 1 surowiczej Nucb2/N1 wykazano réwniez, poza gryzoniami, u zwierzat do-
mowych (pséw, kotdw, koni, owiec, §win, kur) [95] oraz ryb (danio prggowanego, bassa wiel-
kogebowego [96], karasia ztocistego [97]). Poziom ekspresji wydaje si¢ zatem waha¢ w zalez-
nosci od tkanki 1 organizmu. Jest zatem mozliwe, iz cz¢$¢ funkcji Nucb2/N1 moze by¢ specy-

ficzna dla danego organizmu.

Wielodomenowa budowa w potaczeniu z rozlegla dystrybucja tkankowa Nucb2/N1 ma
swoje odbicie w szerokim spektrum petnionych przez nie funkcji fizjologicznych (Rys. 1.10).
Wsrod nich wymieni¢é mozna m. in. udzial w: regulacji homeostazy energetycznej organizmu
[98]; zaleznej od stezenia glukozy sekrecji insuliny [99]; regulacji motoryki zotadka; odpowie-
dzi na bodzce stresowe [5]; zaburzeniach psychologiczno-neuronalnych [5,6]; regulacji rytmu

dobowego [100], ci$nienia krwi iczynno$ci serca [101,102], procesow zapalnych [103];

Rys. 1.9 Subkomérkowa dystrybucja Nucb1/NLP i Nucb2/N1
Mikrofotografia immunofluorescencyjna PVN przedstawiajaca subkomorkowa lokalizacje: (A) Nucb1/NLP; (B)
Nucb2/N1; (C) Nucbl/NLP i Nuch2/N1 w wyniku potaczenia mikrofotografii z paneli (A, B). Zmodyfikowano
z [64].
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termogenezie [104]; karcynogenezie [3,4]; procesach reprodukcyjnych [105,106]. Wybrane

z nich zostaly przedstawione szczegdtowiej w dalszej czgsci tej pracy.
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Rys. 1.10 Dystrybucja i dziatanie Nucb2/N1
Skroty: NTS — jadro pasma samotnego; HPA — o$ podwzgorze-przysadka-nadnercza; HPG — o$ podwzgorze-
przysadka-gonady.

1.2.4.1 Regulacja laknienia przez anoreksygenne dzialanie leptyny oraz Nucb2/N1

Przyjmowanie pokarmow (Rys. 1.11A) jest regulowane statusem energetycznym orga-
nizmu przez kluczowe osrodki glodu/sytosci w mézgowiu, takie jak obecne w HYP: ARC;
PVN; SON (Rys. 1.11B). W ARC wyré6zni¢ mozna dwie populacje neuronéw cechujace si¢
ekspresja hormondw o przeciwstawnym dziataniu — anoreksygennych: POMC i1 CART oraz
oreksygennych: peptydu Agouti (AgRP, ang. Agouti-related peptide) 1 neuropeptydu Y (NPY,
ang. neuropeptide Y) [107]. ARC cechuje si¢ ponadto wysoka wrazliwo$cia na obwodowe cza-
steczki regulujace taknienie takie jak: adipokiny; CCK; GRE; peptyd YY (PYY, ang. peptide
YY) [108]. Jednym z kluczowych hormonow regulujacych taknienie i oddziatujacych na po-

wyzsze osrodki jest leptyna (LEP, ang. /eptin). Hormon ten u ssakow jest wydzielany gltéwnie
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z komorek biatej tkanki ttuszczowej (WAT, ang. white adipose tissue) [109]. Obwodowy po-
ziom LEP jest z kolei proporcjonalny do ilo$ci tkanki thuszczowej [110]. Ekspresja LEP jest
dodatkowo regulowana przez: insuling; glukokortykoidy [111]; przez samg siebie na zasadzie
ujemnego sprzezenia zwrotnego [ 112] oraz przez status energetyczny organizmu (zmniejszenie
poziomu LEP w okresie postu) [113]. LEP przekracza barier¢ krew-mozg w sposdb wysycajacy
[114], gdzie oddziatuje m.in. na neurony: ARC; PVN, LHA (Rys. 1.11B). Leptyna, wigzac si¢
do swojego receptora (LEPR), stymuluje ekspresje POMC i w konsekwencji sekrecj¢ a-MSH
[115]. Ponadto LEP wywotluje rowniez inhibicj¢ neuronow AgRP/NPY. Neurony obecne
w ARC odpowiadajg za odbieranie pierwotnych sygnatow sytosci. Z drugiej strony drogi pro-
jekeyjne z ARC siggaja do: PVN; jadra grzbietowo-przysrodkowego (DMH, ang. dorsomedial
hypothalamus) oraz brzuszno-przysrodkowego (VMH, ang. ventromedial hypothalamus). Z ko-
lei drogi projekcyjne z PVN unerwiajag NTS [116]. Potaczenia te tworza wielopoziomowa sie¢

regulujaca homeostaze energetyczng (Rys. 1.11B).

LEPR nalezy do rodziny receptoréw cytokin typu interleukiny-6 [117]. Zwigzanie LEP
przez ten dimeryczny receptor aktywuje kinazg¢ Janusowa 2 (JAK2, ang. Janus kinase 2) i wy-
wotuje jej autofosforylacje. Dodatkowo fosforylacji podlegaja trzy reszty Tyr (985; 1077; 1138)
obecne w LEPR, do ktérych rekrutowane sg biatka zawierajace domene homologiczng src
(SH2, ang. src homology domain; Rys. 1.11C). Do reszty p-Tyr1138 wiaze si¢ przekaznik sy-
gnatu i1 aktywator transkrypcji 3 (STAT3, ang. signal transducer and activator of transcription
3). STAT3 ulega fosforylacji z udziatem JAK2, po czym po translokacji do jadra ulega on di-
meryzacji. W tej formie odpowiada za inicjacje transkrypcji wielu genéw, w tym biatka regu-
latorowego SOCS3 (ang. suppressor of cytokine signaling) oraz neuropeptydoéw [118]. Reszta
p-Tyr985 oddziatuje z kolei z domeng SH2 biatkowej fosfatazy tyrozynowej 2 (SHP2, ang. SH?2
domain containing protein phosphatase 2), ktora aktywuje szlak kinazy regulowanej przez sy-
gnaly zewnatrzkomdrkowe (ERK, ang. extracellular regulated kinase) [119]. SOCS3 wigzac
si¢ do pTyr985 hamuje aktywnos$¢ szlaku JAK2/STAT3 [120]. Dla osiagnigcia anoreksygen-
nego efektu przez LEP wymagana jest rowniez aktywacja szlaku substrat receptora insulino-
wego (IRS, ang. insulin receptor substrate)/kinaza-3 fosfatydyloinozytolu (PI3K, ang. pho-
sphoinositide 3-kinase)/kinaza biatkowa B (PKB, ang. protein kinase B)/ssaczy cel rapamycyny
(mTORC, ang. mammalian target of rapamycin) przez LEPR [121]. Jest to osiggane przy po-
mocy biatka adaptorowego 1 wigzacego domen¢ SH2 (SH2B1, ang. SH2 domain binding ad-
apter protein I). SHB1 aktywuje szlak PI3K wiazac si¢ jednocze$nie do STAT3 oraz IRS (Rys.
1.11C) [122].
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Rys. 1.11 Anoreksygenne dziatanie N1 oraz LEP
(A) Tres¢ pokarmowa pobudza produkcje Nucb2/N1 oraz leptyny (LEP), ktore stymulujg osrodki sytosci w CUN.
Dodatkowo Nucb2/N1 poteguje sekrecje insuliny oraz inkretyn: cholecystokininy (CCK); peptydu podobnego do
glukagonu (GLP-1); glukozozaleznego peptydu insulinotropowego (GIP), a takze zmniejszenie wydzielania pep-
tydu YY (PYY). Inkretyny dodatkowo stymuluja produkcje insuliny przez komorki B trzustki oraz stymuluja
osrodki sytosci w CUN. Powigkszenie objetosci zotadka pod wplywem tresci pokarmowej wywotuje uczucie sy-
tosci przez pobudzenie nerwu btednego. (B) W CUN N1 oraz LEP wywoluja inhibicje neuronow wydzielajacych
peptyd Agouti oraz neuropeptyd Y (AgRP/NPY) w jadrze tukowatym (ARC). Nucb2/N1 stymuluje produkcje
oksytocyny (OXT) w jadrze przykomorowym (PVN) przez pobudzenie receptoréw Nuch2/N1R. Pobudzenie PVN
przez Nucb2/N1 zwieksza ekspresje proopiomelanokortyny/melanotropiny (POMC/a-MSH) w jadrze pasma sa-
motnego (NTS) poprzez drogi projekcyjne. Zaznaczono réwniez wewnatrzkomorkowa kolokacje Nucb2/N1
z OXT. LEP stymuluje sekrecje a-MSH z ARC, ktéra pobudza receptory melanokortyny3/4 (MC3/4) i produkcje
tyreoliberyny (TRH). TRH pobudza nastgpnie 0$ podwzgorze-przysadka-tarczyca (HPT) i promuje wydatek ener-
getyczny. (C) Nucb2/NIR moze wspotdziata¢ z podjednostkami Ga,s oraz Ga,i i stymulowaé kanaty Karp oraz
kanaly wapniowe L i P/Q. Aktywacja kaskady PKA stymuluje ekspresj¢ genow zaangazowanych w regulacj¢ ho-
meostazy energetycznej. Regulacja tego procesu z udzialem LEPR obejmuje aktywacje kaskad JAK2/STATS3,
PI3K/mTORC oraz ERK, ktore stymuluja odpowiednie czynniki transkrypcyjne.

Zwiazanie a-MSH do receptoréw melanokortynowych-3 (MC3R, ang. melanocortin-3

receptor) i/lub -4 (MC4R) obecnych w PVN skutkuje ich aktywacja i w konsekwencji sekrecja
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tyreoliberyny (TRH, ang. thyrotropin-releasing hormone) oraz aktywacji osi podwzgorze-przy-
sadka-tarczyca (HPT, ang. hypothalamus-pituitary-thyroid; Rys. 1.11B). Pobudzenie osi HPT
wigze si¢ natomiast ze zwigkszeniem szybkosci przemian metabolicznych [116]. Wptyw na
uczucie sytosci maja rowniez bodzce z innych organdéw uktadu trawiennego. W przypadku zZo-
tadka jego mechaniczne powigkszenie pod wplywem tresci pokarmowej wywotuje uczucie sy-
tosci przez pobudzenie nerwu btednego (Rys. 1.11A) [123]. Ponadto tre§¢ pokarmowa pobudza
réwniez jelita do produkcji czasteczek sytosci, z ktorych wiele wplywa na zmniejszenie moto-
ryki zotadka i przedtuzenie mechanistycznego efektu sytosci (Rys. 1.11A). Czasteczki sytosci
wydzielane w proksymalnym odcinku jelita, to CCK, podczas gdy w dystalnym jego odcinku
wydzielany jest peptyd podobny do glukagonu (GLP-1, ang. glucagon-like peptide-1), PYY.
Obecnos¢ Nucb2/N1 w ARC wykazano gtownie w neuronach POMC/CART, przy
czym niewielka subpopulacja neuronéw Nucb2/N1-pozytywnych zostala wykazana réwniez
w neuronach AgRP/NPY [124]. Dokomorowe [7,16] oraz dootrzewnowe [125] podanie N1 wy-
wotuje silne zahamowanie taknienia (Rys. 1.10). Poziom Nucb2/N1 zwigksza si¢ w okresie
sytosci oraz spada w okresie postu. Uwaza sig, iz anoreksygenne dziatanie Nucb2/N1 moze by¢
wywolywane w dwojaki sposob. Pierwszy zwigzany jest z bezposrednia hiperpolaryzacja neu-
rondw AgRP/NPY przez zewnatrzkomoérkowa N1 (Rys. 1.11B). Inhibicja tej populacji neuro-
now jest osiagana przez aktywacje ATP-zaleznych kanatow potasowych K arp [126]. Kanaty te
sa regulowane gldwnie przez stosunek komoérkowego stgzenia ATP/ADP. Dodatkowo mogg by¢
aktywowane w wyniku fosforylacji przez PKA [127]. W zwiazku z tym ich aktywno$¢ moze
by¢ modulowana w wyniku aktywacji potencjalnego receptora Nucb2/N1 (Nucb2/N1R) oraz
inicjacji kaskady sygnatowej AC/PKA przez podjednostke Ga,s (Rys. 1.11C). Efekt ten jest
z kolei znoszony przez glibenclamid, bedacy antagonista kanatéw Karp [126]. Dodatkowo,
Nucb2/N1 wplywa na wewnatrzkomorkowe stezenie jondw Ca(Il). W tym przypadku aktywa-
cja GPCR zwigzanych z podjednostkami Gi/o prowadzi do otwarcia kanatow typu L oraz P/Q
(Rys. 1.11C) [124]. Co ciekawe, anoreksygenne dziatanie Nucb2/N1 jest znoszone przez
KT5720 — selektywny inhibitor PKA, co wskazuje na udziat podjednostek Ga,s w szlakach sy-
gnalizacyjnych aktywowanych przez te biatka. Jest to dos¢ zaskakujace biorgc pod uwage,
1z podjednostka Gi/o jest inhibitorem cyklazy adenylanowej z definicji. W konsekwencji
Nucb2/N1R wydaje si¢ naleze¢ do rodziny GPCR 1 wykazywa¢ zdolno$¢ rekrutacji réznych
podjednostek biatek G oraz aktywowac rdzne szlaki sygnalizacyjne. Niestety, Nucb2/N1R nie
zostal do tej pory zidentyfikowany. Anoreksygenna aktywnos$¢ Nucb2/N1 jest rowniez modu-
lowana przez inne uktady regulujace apetyt. W tym przez receptory: MC3/4R [128]; hormonu

uwalniajgcego kortykosteron (CR2, ang. corticotropin releasing hormone receptor 2) [129];
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oksytocyny (OXTR) [7], co wykazano przez zahamowanie/zmniejszenie anoreksygennego
efektu Nucb2/N1 w obecnosci antagonistow powyzszych receptorow [7,128,129]. Dodatkowo
Nucb2/N1 stymuluje produkcje POMC/CART w NTS (Rys. 1.11B) [125]. Nucb2/N1 wykazuje
kolokacje zOXT w SON oraz PVN 1 aktywuje uklad OXT w PVN (Rys. 1.11B) [130].
Nucb2/N1 wywotuje zahamowanie taknienia u myszy opornych na LEP, co wskazuje na nieza-
lezny od tego hormonu efekt anoreksygenny [125]. Co wigcej, Nucb2/N1 ulegajace ekspresji
w CUN sg kluczowe dla wywotania anoreksygennego efektu przez LEP [131]. Mimo to klu-
czowym elementem w regulacji homeostazy energetycznej dla obu hormonéw jest szlak mela-

nokortyny.

N1 podana dokomorowo wywotuje ponadto zmniejszenie motoryki zotadka [129]. Ob-
wodowa CCK pobudza natomiast neurony Nucb2/N1-pozytywne w PVN oraz NTS [129].
Nucb2/N1 stymuluje ekspresje¢ i sekrecje CCK, GLP-1 oraz glukozozaleznego peptydu insuli-
notropowego (GIP, ang. glucose-dependent insulinotropic polypeptide), a takze zmniejszenie
ekspresji PYY (Rys. 1.10) [132,133]. CCK, GLP-1 oraz GIP wptywaja na zmniejszenie moto-
ryki zotadka i1 zwigkszenie wydzielania insuliny, podczas gdy PYY je zmniejsza (Rys. 1.11A)
[132—134]. W zwiazku z tym efekt anoreksygenny Nucb2/N1 wydaje si¢ dziata¢ w polaczeniu
z inkretynami, uczestniczac w pozytywnym efekcie zwrotnym. Ponadto, w trzustce Nucb2/N1
znajduje si¢ gtdéwnie w komorkach B w kolokacji z PC1/3 [80] a w warunkach hiperglikemicz-
nych Nucb2/N1 wydaje si¢ stymulowac sekrecje insuliny (Rys. 1.11A) [135]. Nucb2/N1 sty-
muluje roéwniez wchtanianie glukozy przez tkanke thuszczowa poprzez translokacje transportera
GLUT4 [136]. Na podstawie zebranych informac;ji silnie rysuje si¢ zatem potencjal Nucb2/N1

w leczeniu otylosci.

1.2.4.2 Udzial Nucb2/N1 w zaburzeniach psychologiczno-neuronalnych

Wraz z identyfikacja Nucb2/N1 jako czasteczek anoreksygennych rownolegle zauwa-
zono ich potencjalne zaangazowanie w regulacj¢ odpowiedzi na bodzce stresowe (Rys. 1.10)
[2]. Ponadto obecno$¢ Nucb2/N1 wykazano we wszystkich ponizej wymienionych o$rodkach

regulujacych odpowiedz na bodzce stresowe z wytaczeniem VTA [85].

W odpowiedzi na bodzce stresowe uczestnicza wysokowydajne i ewolucyjnie zacho-
wane o$rodki (Rys. 1.12). Po rozpoznaniu bodzca stresowego w zaleznosci czy jest on o pod-
tozu fizjologicznym czy psychologicznym jest on procesowany przez rdézne sieci neuronalne.
Stresory fizyczne sg procesowane gldwnie przez osrodki zlokalizowane w pniu mozgu oraz
podwzgdrzu 1 wymagaja natychmiastowej (odruchowej) odpowiedzi [137]. W zwiazku z tym

pierwsza, poczatkowa jej faza obejmuje pobudzenie ukladu wspoétczulnego (SNS, ang.
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Rys. 1.12 Regulacja odpowiedzi na stres

(A) Osrodki zaangazowane w przetwarzanie bodzcow stresowych. PVN oraz LC jako glowne osrodki przetwa-
rzajace odpowiedz na stres i aktywujace odpowiednio HPA oraz SAM zaznaczono na czerwono. (B) Osrodki
regulujace odpowiedz AUN. Kolorem niebieskim oznaczono osrodki regulujace odpowiedz SNS, czerwonym
PSN, oboma regulujace oba uktady. PVN posiada rozbudowang sie¢ drég projekcyjnych do SNS i PSN, w tym
do: NTS; jadra ruchowego nerwu btednego (DMX, ang. dorsal motor nucleus of the vagus nerve); jadra posrednio-
bocznego i LC (dwoch ostatnich nie zaznaczono ze wzgledu na czytelno$¢). PVN i LC unerwiaja jadro posrednio-
boczne inicjujac odpowiedz SNS. NTS jest unerwione przez PFC, AmG oraz PVN. Sygnaly PSN sa przekazywane
i integrowane gtownie przez DMX oraz NAc. Liczne skrzyzowania drog SNS i PNS podkreslajg ztozono$¢ odpo-
wiedzi AUN. Szlak aktywowany przez N1 zaznaczono na czerwono. N1 (posrednio i/lub bezposrednio) pobudza
PVN do produkeji CRH, co aktywuje 0§ HPA. Na podstawie [136,142].

sympathetic nervous system) irdzenia nadnerczy (SAM, ang. sympathetic-adrenomedullary),
co z kolei zwigksza koncentracje i czujno§¢ umozliwiajac podjgcie decyzji pomiedzy walka
a ucieczka. Druga faza przebiega przez aktywacj¢ osi podwzgorze-przysadka-nadnercza (HPA,
ang. hypothalamus-pituitary-adrenal axis). Rozpoznanie bodzca (bdl; stan zapalny) aktywuje
neurony: pnia moézgu; przedzwojowe 1w PVN, co wywotuje natychmiastowa odpowiedz
ze strony autonomicznego ukladu nerwowego (AUN) oraz HPA (Rys. 1.12A). Odpowiedz
AUN jest rowniez regulowana przez NTS i DMH, ktore posiadaja drogi projekcyjne zaréwno
do wspolczulnego oraz przywspotczulnego (PSN, ang. parasympathetic nervous system)
uktadu nerwowego (Rys. 1.12B). Potozenie NTS jest szczego6lnie istotne, gdyz odpowiada ono
za przekazywanie informacji sensorycznych, somatycznych oraz wewnatrzotrzewnowych a po-
nadto bierze udzial w regulacji uktadu sercowo-naczyniowego i oddechowego [137]. Ponadto,
NTS moduluje aktywno$¢ HPA poprzez drogi projekcyjne do PVN. Dodatkowo, w przetwarza-
nie fizycznych stresorOw zaangazowane sg réwniez osrodki przodomédzgowia: AmG, HIP, kora
przedczotowa (PFC, ang. prefrontal cortex) [137]. Podczas gdy stresory fizyczne wywotuja
odpowiedz AUN, stresory psychologiczne wywoluja odpowiedz zaréwno fizjologiczng oraz

kognitywna. W odpowiedzi tej uczestnicza os$rodki uktadu limbicznego: PFC; AmG; HIP;
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PVN; DMH; pole brzuszne nakrywki (VTA, ang. ventral tegmental area); NAc (Rys. 1.12B)
[138]. Produkcja katecholamin takich jak adrenalina i noradrenalina w warstwie pasmowatej
kory nadnerczy regulowana przez powyzsze osrodki umozliwia adaptacje do warunkow stre-
sowych i przygotowanie organizmu do walki/ucieczki [137,138]. Pobudzenie PVN skutkuje
z kolei sekrecja kortykotropiny (CRH, ang. corticotropin releasing factor), ktora nastepnie po-
budza przysadke do produkcji ACTH. ACTH po dotarciu do nadnerczy stymuluje synteze glu-
kokortykoidow takich jak kortyzol w warstwie pasmowatej. Kortyzol po dotarciu do CUN re-
guluje aktywnos¢ osi HPA oraz wigzac si¢ do receptoréw mineralo- i glukokortykoidow sty-
muluje ekspresje genéw wigzac si¢ do elementow odpowiedzi na glukokortykoidy [139]. Hor-
mony stresowe wpltywaja rowniez na regulacj¢ homeostazy energetycznej i to w sposob zalezny
od sity bodzca stresowego [140]. Wykazano takze, iz CRH hamuje taknienie, podczas gdy kor-
tyzol je zwigksza [141].

Juz w 2008 roku wykazano, iz dokomorowe podanie N1 wptywa na zmniejszenie od-
krywczego zachowania u szczuréw oraz zmniejszenie hedonistycznego odzywiania si¢ po wy-
stawieniu na stres zwigzany z nowym otoczeniem [2]. U szczuréw linii Sprague-Dawley skut-
kiem stresu unieruchomienia jest zwigkszenie ekspresji czynnika transkrypcyjnego c-Fos (mar-
kera silnego pobudzenia neuronalnego) w neuronach Nucb2/N1-pozytywnych w: SON; PVN;
miejscu sinawym (LC, ang. locus coeruleus); jadrze szwowym bladym (ang. raphe pallidus)
oraz NTS [142]. Dokomorowe podanie N1 zwigksza rdwniez poziom surowiczego CRH oraz
ACTH u szczurow, co wskazuje na aktywacj¢ HPA przez ten neuropeptyd [143]. Co wigce;,
obustronna adrenalektomia wptywa na wzrost ekspresji Nucb2 w PVN, co z kolei wskazuje
iz jest ona modulowana przez HPA [143]. Dokomorowe podanie N1 pobudza adrenergiczne
neurony NTS i serotoninergiczne neurony jader szwu. Aktywuje to neurony CRH w PVN
zwigkszajac komorkowe stezenie jonow Ca(Il) 1 podnoszac tym samym poziom ACTH 1 glu-
kokortykoidow (Rys. 1.12B) [144]. Dokomorowe podanie N1 wptywa réwniez na pobudzenie
SAM podnoszac ci$nienie krwi [145]. Wykazano, iz poziom Nucb2/N1 u czlowieka koreluje
z zaburzeniami psychologiczno-neuronalnymi. Obnizony poziom surowiczej Nucb2/N1 obser-
wowano u me¢zczyzn z zespotem lgku uogolnionego (ang. generalized anxiety disorder) [146].
Z drugiej strony zwiekszony poziom Nucb2/N1 wykazano u osob obu ptlci z zespotem leku
napadowego (ang. panic disorder), ktory dodatkowo pozostawat w korelacji z jego ostroscig
[147]. Wzrost surowiczej Nucb2/N1 obserwowano réwniez u obu plci z zaburzeniami obse-
syjno-kompulsywnymi (ang. obsessive compulsive disorder) [148]. Zaburzenia lekowe czesto
wspotwystepuja wraz z depresja, stad zbadany zostal rowniez wptyw Nucb2/N1 na jej patoge-

nez¢. Wykazano, iz poziom surowiczej Nucb2/N1 jest dwukrotnie wiekszy u pacjentow
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z depresja kliniczng (ang. major depressive disorder) [149]. Co wigcej, wykazano dodatnig ko-
relacje poziomu surowiczej Nucb2/N1 z jej ostroscig [150]. N1 wptywa réwniez na pobudli-
wo$¢ neuronalng [151,152]. Z tego powodu zbadano rowniez jej udzial w epilepsji. Aydin
1 wsp. wykazali, iz u pacjentow z padaczka uogdlniong poziom Nucb2/N1 w §linie 1 osoczu jest
podwyzszony [6]. W zwigzku tym istnieje potencjat zastosowania Ncub2/N1 jako markera epi-

zodow epileptycznych [153].

1.2.43 Inne wlasciwosci biologiczne Nucb2/N1

Jak wspomniano wcze$niej N1 podana dokomorowo wptywa na zwigkszenie ci$nienia
tetniczego (Rozdzial 1.2.4.2). Wydaje sig, iz jest to skutkiem pobudzenia AUN z wykorzysta-
niem kaskady CFR-OXT-MC3/4R [128]. Podobny efekt N1 wykazuje po podaniu dootrzewno-
wym u gryzoni [154]. Podana ta droga N1 aktywuje kaskady PI3K/PKB/mTOR oraz
JAK2/STAT3 stymulujac: ekspresj¢ metaloproteinaz macierzy pozakomoérkowej 2 (MMP-2,
ang. matrix metalloproteinase 2) 1 9 (MMP-9); proliferacj¢; migracje i zmiang fenotypu komo-
rek miocytow naczyn krwionosnych [155,156]. Ponadto N1 bezposrednio wptywa na akcje
serca i to w sposob specyficzny dla danego gatunku (Rys. 1.10). Przyktadowo, u szczuréw N1
wplywa na zmniejszenie kurczliwo$ci 1 zmniejszenie obje¢tosci wyrzutowej [102], podczas gdy
u C. auratus zwigksza ona obj¢tos¢ wyrzutowa [157]. Ponadto N1 wykazuje wlasciwosci

ochronne po uszkodzeniu niedokrwienno-reperfuzyjnym [102].

Nucb2/N1 sg ponadto zaangazowane w proces karcynogenezy, gdzie wptywaja na jego
tkankowo-specyficzne zaostrzenie/zlagodzenie (Rys. 1.10). Badania wykazatly, iz Nucb2/N1
petnig kluczowa role w progresji m.in. raka: nadnercza [158]; piersi [159]; jajnikow [160]; pro-
staty [161]; ptuc [162]. Co wiecej Nucb2/N1 czesto spetniaja role niezaleznego markera pro-
gresji nowotworu, co przektada si¢ na potencjat ich wykorzystania w monitorowaniu i diagno-
zie [159,161,163]. Nucb2/N1 promujg progresj¢ raka ptuc [162], piersi [163], raka jelita [164].
Z drugiej strony wykazano proapoptotyczne dziatanie Nucb2/N1 na komorki rakowe jajnika
[160] oraz nadnerczy [158]. Bardziej wnikliwy opis wptywu Nucb2/N1 na procesy neopla-

styczne (ktore nie beda przedmiotem tego wprowadzenia) mozna znalez¢ w: [165,166].

Nucb2/N1 wydaja si¢ by¢ réwniez zaangazowane w procesy reprodukcyjne (Rys. 1.10). U sa-
micy szczura Nucb2/N1 sg krytyczne dla dojrzewania ptciowego [105]. Co wigcej, dokomo-
rowe podanie N1 wywotuje zwigkszenie poziomu gonadotropin u pokwitajgcych osobnikow,
jednak nie u dorostych [105]. Co ciekawe, u dorostych samcéw dokomorowe podanie N1
w wigkszej dawce wywotuje zwigkszenie poziomu hormonu luteinizujgcego oraz folikulotro-

powego [167]. Uzasadniona wydaje si¢ zatem by¢ hipoteza o udziale Nucb2/N1 w regulacji
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aktywnosci osi podwzgorze-przysadka-gonady (HPG, ang. hypothalamus-pituitary-gonads)

1 produkcji gonadotropin.

1.2.4.4 Budowa Nucbh2/N1
Podobnie jak w przypadku Nucbl (Rozdzial 1.2.3), struktura krystaliczna Nucb? 1 jej
pochodnych pozostaje nieznana. W zwigzku z tym w celu zglebienia zalezno$ci pomiedzy ich

strukturg i funkcja istotne znaczenie maja metody modelowania in silico. Niestety, w bazie

Nesfatyna-1

hNucb2

Nucb1

region wigzacy jony Ca(ll) J

Rys. 1.13 Model struktury krystalicznej Nucb2 wygenerowany przez AlphaFold
(A) Model hNuch2 [168] z zaznaczonym peptydem sygnatowym i nesfatynami. Dodatkowo oznaczono w panelu
odpowiednie fragmenty nesfatyn pochodzace z modelu hNuch2. (B) Natozenie struktury krystalicznej motywu EF
hNucb1 [36] na strukture modelu Nucb2. (C) Powiekszenie na reszty wigzace jony Ca(Il) z panelu (B). Dopaso-
wanie modeli prowadzono metodg najmniejszych kwadratow wzgledem reszt wigzacych jony Ca(Il). Modele wy-
konano w programie UCSF Chimera.
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PDB brak jest biatek o zadowalajacym poziomie homologii i pokrycia sekwencji w stosunku
do Nucb2/nesfatyn. W konsekwencji modelowanie struktury Nucb2/nesfatyn oparte o homolo-
gie jest wysoce utrudnione, przez co metody ab initio lub taczone staja si¢ preferowane. Po-
wstanie serwerdw opartych o sieci neuronalne takich jak AlphaFold [168] niewatpliwie zrewo-
lucjonizowato ten proces, poprzez generacj¢ modeli o wysokim podobienstwie do struktury na-
tywnej [168,169]. Model hNucb?2 otrzymany przez AlphaFold przedstawiono na Rys. 1.13. Ko-
niec N modelu zawiera helikalny peptyd sygnalowy, po ktérym widoczna jest dtuga bardzo
silnie wydtuzona petla bedaca czescig hN1 (Rys. 1.13A). Przy koncu C hN1 obecna jest nato-
miast niewielka ilo$¢ helis. Czg$¢ modelu zawierajaca hN2 jest silnie helikalna i1 najbardziej
globularna w stosunku do pozostatych fragmentéow (Rys. 1.13A). Czg$¢ modelu obejmujaca
hN3 réwniez jest gtéwnie helikalna, jednak przy koncu C obecna jest silnie wydtuzona helisa.
Zarowno koniec N jak 1 C modelu zawiera IDRs, co wykazano w ramach tej pracy, Skorupska
1 wsp. [41] oraz Bystranowska 1 wsp. [46]. Fragmenty modeli AlphaFold zawierajace IDRs (tak
jak w przypadku hNucb2) czesto cechuja si¢ niska ufnoscig [170]. W zwiazku z powyzszym
otrzymany model niewatpliwie wymaga dalszego udoskonalania. Natozenie regiondw wiaza-
cych jony Ca(Il) modelu hNucb2 oraz struktury krystalicznej fragmentu hNucb1 (Rys. 1.13B)
wskazuje na dobre zachowanie tego motywu. RMSD po dopasowaniu lancucha gtéwnego reszt
bioracych udziat w wigzaniu jonéw Ca(Il) (Rys. 1.13C) wynosi 1,4 A. W dobrym stopniu za-
chowane jest zatem utozenie helis i f-kartek tworzacych motyw EF1 i EF2 pomiedzy paralo-

gami. Najbardziej odmienne jest natomiast przestrzenne rozmieszczenie petli.

1.2.45 Wigzanie dwuwartosciowych jonow metali wplywa na strukture Nucb2/N3

Poczatkowo, doniesienia literaturowe dotyczace Nucb2/N1 obejmowaly gtownie bada-
nia funkcjonalne [125,171]. Biofizyczne analizy hNucb2/N3 i gNucb2/N3 przeprowadzone
przez Skorupska [41,60] oraz Bystranowska 1 wsp. [46] nad zaleznos$cig wptywu jonow metali
dwuwarto$ciowych na strukture hNucb2 oraz gNucb2 wniosty istotny wkiad w poznanie relacji
pomiedzy strukturg a funkcja obu homologéow. Wyniki tych badan zostang przedstawione

w tym rozdziale.

W powyzszych pracach wykazano, 1z udziat a-helis w strukturze drugorzedowej ludz-
kiej 1 kurzej apo-Nucb2 wynosi okoto 45%, przy czym istotny jest rowniez udziat IDRs 1 zwro-
tow, ktorych udziat wynosit odpowiednio okoto 28% i 20-25%. Pomimo podobienstw w struk-
turze drugorzedowej formy apo- obu homologdéw wykazywaty réznice w strukturze czwarto-
rzgdowej. W warunkach eksperymentéw ultrawirowania analitycznego (AUC, ang. analytical

ultracentrifugation) apo-hNucb?2 ulegata sedymentacji w roztworze gtownie w formie dimeru
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Tab. 1.2 Parametry hydrodynamiczne ludzkich i kurzych homologéw Nucb2 oraz N3

Odczynnik Parametr hNucb2 gNucb2 hN3 gN3
f/fo 1,8 1,8 2,2-2,4 2,123
EDTA Rh [nm] 5,4° 4,3M-5,8° — —
Rg [nm] 6,8+0,2 6,6 0,2 = =
f/fo 1,6 1,8-1,9 1,7-1,8
Ca(ll) Rh [nm] 4,2P-4,6° 3,9M-4,7° = =
Rg [nm] 56+0,1 6,0+0,2 — —
f/fo 1,2-1,6 1,4-1,6 1,5-1,7
Zn(NN) Rh [nm] 3,1M-5,4° 2,8M-4,1P — —
Rg [nm] 6,210,1 55+0,2 = =
f/fo 1,7-1,9 1,8 2,2 1,9
Mg(ll) Rh [nm] 4,2M-5,43° 4,2M-4 7™ = =
Rg [nm] 5910,2 6,0+0,2 — —

Oznaczenia: M — monomer; P — dimer. Dane hydrodynamiczne na podstawie [40,45,59].

podczas gdy apo-gNucb2 wystepowala w roztworze gldéwnie w formie dwoch populacji mono-
merow pozostajacych w dynamicznej rownowadze. Ponadto warto$¢ wspotczynnika tarcia f/fo
dla obu homologéw oraz ich promienia hydrodynamicznego (R1) wskazuje na ich silnie wy-
dhuzony ksztatt (Tab. 1.2). Podobny wniosek nasuwa warto$¢ promienia zyracji (Rg) hNucb2 i
gNucb?2 (Tab. 1.2). Na podstawie wynikdéw eksperymentow wymiany izotopowej proton/deuter
sprzezonej ze spektrometrig mas (HDX-MS, ang. hvdrogen/deuterium exchange mass spectro-
metry) wykazano ponadto mozaikowata struktur¢ konca N hNucb2 oraz gNucb2, w ktdrej na-
przemiennie wystepuja regiony uporzadkowane oraz IDRs (Rys. 1.14A). Dodatkowo, wyka-

zano iz koniec C jest catkowicie nieuporzagdkowany w stanie apo [46].

Obecnos¢ jonow metali dwuwarto$ciowych wplywa w znaczny sposob na strukture
1 whasciwosci obu homologoéw. Zwigzanie jonow Ca(ll) przez hNucb2 1 gNucb2 skutkuje
zwigkszeniem zawartoSci a-helis kosztem udzialu IDRs w strukturze drugorzedowej. Jony
Ca(Il) promuja ponadto dimeryzacje gNucb2 (Rys. 1.14B). Rownolegle dochodzi takze
do znacznego zwigkszenia stopnia upakowania struktury hNucb2 i gNucb2, co objawia si¢
zmniejszeniem wartosci ich Ry oraz Ry (Tab. 1.2). Eksperymenty HDX-MS wskazywaty na
znaczng strukturyzacje regionéw zawierajagcych motyw dtoni EF (reszty aminokwasowe 241—
260 oraz 285-360 ) obu homologdw przy jednoczesnie niewielkich zmianach w profilach wy-
miany izotopowej na koncu N. W przypadku hNucb2 proces wigzania jonoéw Ca(Il) przez dimer
jest egzotermiczny 1 sterowany entalpowo w przypadku obu miejsc wigzacych (Tab. 1.3). Wy-
znaczone K ¢ wyniosty odpowiednio okoto 16,8 uM 1 19,8 uM (Tab. 1.3). W przypadku hNucb2

oba miejsca wigzace Ca(Il) sa zatem rownocenne. W przypadku gNucb2 proces wigzania jest
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Tab. 1.3 Termodynamiczne parametry wigzania jonéw metali dwuwartosciowych przez hNucb2 i gNucb2

Jon Parametr hNucb2 gNucb2
Ka,1 (M) 16,8 +0,2 302,8+0,9
AH1 (kcal/mol) -9,1+0,2 -1,7+0,1
TAS1 (kcal/mol) -2,61 3,11
Ca(l)
Ks,2 (LM) 19,8 +0,2 60,6 + 0,4
AH> (kcal/mol) -10,4+0,3 -9,6+0,8
TAS: (kcal/mol) -3,98 -3,85
Ka,1 (M) 23,9+0,2 188 +3
AH1 (kcal/mol) -11,0+0,3 -10+1
Zn(ll) TAS:1 (kcal/mol) -6,04 -4,92
Ks,2 (LM) 14,3 +0,7 34,38 +1,87
AH> (kcal/mol) -8,4+0,6 1,16 £ 0,48
TAS: (kcal/mol) -1,76 7,25
Kd,1 (LM) 203,21+ 0,01 230+ 32
Mg(ll) AH1 (keal/mol) -0,85 £ 0,02 0,09 +0,11
TAS:1 (kcal/mol) 4,19 5,05

Wyniki eksperymentow ITC pochodzg z [45].

réwniez egzotermiczny jednak na poczatku miareczkowania uktad znajduje si¢ w dynamicznej
rownowadze monomer/dimer, co sprawia iz wigzanie Ca(Il) przez gNucb2 jest procesem bar-
dziej skomplikowanym termodynamicznie. Otrzymane K4 wyniosly okoto 303 uM i 61 uM
(Tab. 1.3), co uwidacznia nierdwnocennos$¢ miejsc wigzacych oraz znaczaco odbiega od war-
tosci otrzymanych dla homologu ludzkiego, wskazujac na gatunkowe réznice w powinowac-

twie Nucb2 do jonow Ca(Il) [41].

W obecnosci jonow Zn(Il) oba homologi wykazywaly zalezne od stezenia zwigkszenie
zawartos$ci a-helis (Rys. 1.14C). Przy ste¢zeniu Zn(II) réwnym 300 uM obserwowano natomiast
silng destabilizacje gNucb2, ale nie hNucb2. Dodatkowo jony Zn(Il) silnie wptywaly réwniez
na strukturg trzecio- i czwartorzedowa obu homologow. W obecnosci Zn(Il) podczas analizy
danych AUC hNucb2 obserwowano: pojawienie si¢ populacji mieszaniny monomerow;
zmniejszenie R p; pojawienie si¢ niewielkiej populacji agregatéw (2—3%) oraz silny spadek war-
tosci parametru {/fo (Tab. 1.3). Ponadto wigzaniu Zn(Il) towarzyszyto takze zmniejszenie war-
tosci Rg (Tab. 1.3). Wigzanie dwodch jonéw Zn(Il) przez czasteczke hNucb?2 jest procesem eg-
zotermicznym (Tab. 1.3). Wigzaniu jonow Zn(II) towarzyszyta rowniez silna ekspozycja regio-
noéw obejmujacych reszty aminokwasowe 33-55, 71-94 1 129-138 do rozpuszczalnika. Nie-
mniej jednak na podstawie eksperymentow opartych o pomiar fluorescencji reszt Trp (Trp211,

Trp312 — Rys. 1.3) pokazano, iz wigzanie Zn(Il) wplywa na zwigkszenie hydrofobowosci
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Rys. 1.14 Wptyw jonéw metali dwuwartosciowych na hNucb2 i gNucb2

Wiasciwosci hNucb2 i gNucb2 w (A) nicobecnosci oraz obecnosci jonéw: (B) Ca(ll); (C) Zn(11); (D) Mg(l1).

otoczenia tych reszt. Niewykluczone, iz moze dochodzi¢ do kooperatywnego oddziatywania
domen konca N oraz C tak jak w przypadku hNucb1 [56], ta hipoteza wymaga jednak dalszych
badan. Analiza danych z AUC gNucb2 wykazata oligomeryzacje¢ biatka indukowana stezeniem
jonow Zn(II), gléwnie w kierunku dimeru, cho¢ obecne byly réwniez populacje oligomerow
0 wyzszej masie czasteczkowej. Przy stezeniu Zn(Il) rownym 300 uM obserwowano silnie za-
znaczong obecno$¢ agregatow. Wigzaniu jonow Zn(Il) towarzyszyto ponadto bardzo silne
zmniejszenie Ry monomeru (Tab. 1.3). Jony Zn(I) wydaja si¢ zatem zwigksza¢ roznorodnos¢
konformacyjng gNucb2 silniej w porownaniu do homologu ludzkiego. Ponadto ich wigzanie
jest bardziej zlozone ztermodynamicznego punktu widzenia (w pordéwnaniu do hNucb2)

1 przebiega na drodze egzo- i endotermicznej (Tab. 1.3) [46].

Jony Mg(Il) wplywaja na zwigkszenie udziatu a-helis w strukturze drugorzedowej
hNucb2 (Rys. 1.14D), lecz nie gNucb2 dla ktoérej nie obserwowano zmian w widmie CD
w obecnosci jonow Mg(II). Dla obu homologdéw nie obserwowano réwniez zmian w widmach
emisji reszt Trp. Co ciekawe, obserwowano jednak subtelne zmiany w dystrybucji sedymentu-
jacych czastek podczas AUC. Najwieksze dotyczyty hNucb2, gdzie podobnie jak w przypadku
obecnosci jonéw Zn(II) obserwowano pojawienie si¢ niewielkiej populacji monomeru 1 zwig-

zane ztym nieznaczne zmniejszenie wartosci wspotczynnika f/fo (Tab. 1.3). Z kolei
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w przypadku gNucb2 obserwowano natomiast zmiany w rownowadze konformacyjnej mono-
merow oraz pojawienie si¢ niewielkiej ilosci oligomerdéw wyzszego rzedu (7%; MW 139-145
kDa). Eksperymenty HDX-MS wskazywaly na nieznaczne zwigkszenie szybkos$ci wymiany na
koncu N obu homologow (reszty aminokwasowe 33—49, 71-94 oraz 129-138). Dla obu homo-
logow wykazano ponadto zmniejszenie ich R (Tab. 1.3). Stechiometria wigzania jonow Mg(Il)
wyniosta 1:1. Wyznaczone K ¢ wyniosty okoto 200 pM dla obu homologéw (Tab. 1.3), co w od-
niesieniu do komoérkowego stezenia Mg(Il), bedacego w zakresie 0,5-1 mM [172], mozna

uzna¢ za dos¢ wysokie powinowactwo [46].

Analiza molekularna izolowanych fragmentéw ludzkich i kurzych homologow N3 wy-
kazata, 1z podczas nieobecnosci jonéw metali dwuwartosciowych istotng czes$¢ ich struktury
drugorzedowej stanowia a-helisy oraz IDRs (okoto 33% kazda; Rys. 1.15A). Apo-hN3 istnieje
w roztworze jako obligatoryjny dimer, podobnie jak biatko peinej dtugosci. Z drugiej strony
czasteczki apo-gN3 podczas AUC funkcjonuja w roztworze zarowno w formie dimeru (okoto
75%) jak 1 monomeru (okoto 25%) pozostajacych w dynamicznej rOwnowadze. Izolowana gN3
cechuje si¢ wobec tego wigksza tendencja do oligomeryzacji w poréwnaniu do gNucb2. Eks-
perymenty z wykorzystaniem fluorescencji reszt Trp wykazaly, iz reszty te sg silnie ekspono-

wane do rozpuszczalnika [60].

W obecnosci jonow Ca(Il) ponownie obserwowano silne zmiany w strukturze obu pa-
ralogéw N3. Jony te indukowaty silne, zalezne od stezenia zwigkszenie zawartosci a-helis,
ktére jednoczesnie bylo najbardziej widoczne dla hN3. Podczas wigzania jonéw Ca(Il) obser-
wowano zwigkszenie intensywnosci fluorescencji reszt Trp dla obu homologéw, lecz nie prze-
suni¢cia potozenia maksimum ich emisji, wskazujac pozostajaca ekspozycje tych reszt amino-
kwasowych do rozpuszczalnika. Jony Ca(Il) wplynety rowniez na pojawienie si¢ niewielkiej
populacji monomeru (4—13%) podczas AUC hN3, podobnie jak w przypadku hNucb2. Ponadto,
pod ich wptywem obserwowano réwniez zwigkszenie stopnia upakowania obu homologow N3.
Proces wigzania jonow Ca(Il) jest egzotermiczny w przypadku obu homologéw. Przy czym
w przypadku hN3 wigzanie dwoch jonow Ca(Il) nastgpuje do dwoch rownocennych miejsc
0 K4 réwnych 9 uM. Natomiast w przypadku gN3 wigzanie dwoch jonéw ma miejsce do nie-

réwnocennych miejsc o K4 rownych 116 uM i 46 pM.
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Co zaskakujace, w przeciwienstwie do biatka petnej dlugosci, oba izolowane homologi
N3 byly zdolne do wigzania jondéw Zn(II). Proteolityczne procesowanie Nucb2 i w konsekwen-
cji aktywacja miejsc wigzacych Zn(Il) obecnych w N3 moze mie¢ zatem istotny wplyw na
funkcjonowanie tego fragmentu in vivo. W obecnosci Zn(Il) obserwowano najwickszy wzrost
udziatu a-helis w strukturze drugorzedowej obu paralogéw. Ponadto, przy stezeniu Zn(II) po-
wyzej 400 pM obserwowano zmniejszenie intensywnosci sygnatu CD bez widocznej precypi-
tacji obu biatek. Niemniej jednak zmiany w proporcji maksiméw ujemnych przy 208 i 222 nm
moga sugerowac dalsze zmiany konformacyjne. Co wigcej, hipsochromowe przesunigcie mak-
simum emisji fluorescencji reszt Trp hN3 oraz gN3 wraz ze zwickszeniem ich intensywnos$ci
zaleznym od stezenia Zn(II) wskazuje na znaczng zmiang struktury trzeciorzgdowej obu biatek
w mikorootoczeniu powyzszych reszt. Zmiany te widoczne byly réwniez dla obu homologéw
podczas AUC jako wzrost wartosci wspotczynnika sedymentacji przy jednoczesnym spadku
t/fo (Tab. 1.3), sugerujac wzrost upakowania czastek. Co ciekawe, wigzanie jonow Zn(II) przez
oba homologi jest termodynamiczne bardzo odmienne. W przypadku hN3 proces wigzania jo-
néw Zn(I) jest poczatkowo egzotermiczny, jednak po przekroczeniu stosunku hN3:Zn(II) 1:1
dominuje proces endotermiczny. Wigzanie jednego jonu Zn(Il) na czasteczk¢ hN3 jest stero-

wane entalpowo a Kqrowna jest 7 uM. Wigzaniu jondw Zn(Il) przez gN3 nie towarzyszyly

A Forma apo-

B w O +Ca(ll)
ﬂ Monomer (4-13%) l Monomer (25%)
Monomer + b,
(25%) S +
Dimer l Dirr;er (37_96%} Wzrost stopnia upakowania Ijirner (75%)
(spadek wartosci f/f,)
Dimer Kg1=9uM Kg1 =116 uM
a-helisy (33%) (75%) Kaz=9 M + a-helisy Kaa =46 1M
N
S,

— O
Nieuporzadkowana
struktura (33%)

O +Zn(ll)
@w Monomer (10-41%)
+
Dimer (99%)
Wzrost stopnia upakowania Dimer (59-90%)
Kyy=7uM (spadek wartosci f/f;) Kgr=7.2uM
+ a-helisy Kas=31uM

Obecnosc
oligomeréw
wyzszego rzedu

Rys. 1.15 Wplyw jonéw metali dwuwartosciowych na hN3 oraz gN3

Wriasciwosci hNucb2 i gNuch2 w (A) nieobecnosci oraz obecnosci jonow: (B) Ca(ll); (C) Zn(lI).
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efekty endotermiczne, ale cechowato si¢ ono znacznie wigkszg ztozono$cig w poréwnaniu
do hN3. W pierwszej kolejnosci obsadzane wydaje si¢ by¢ miejsce o K41 rownej 7,2 nM. Na-
stepnie jon Zn(Il) jest wigzany przez pozostate dwa miejsca wigzace o Kqp 1 Kg3 rownych od-
powiednio 0,42 uM 1 31 uM.

Réznice w sposobie wigzania jonéw metali dwuwarto$ciowych przez ludzkie i kurze
homologi Nucb2/N3 silnie wskazujg na potencjalne gatunkowo-specyficzne réznice w ich
efekcie. Niemniej jednak czasoprzestrzenna modulacja struktury Nucb2 i nesfatyn przez fluk-
tuacje jonow metali dwuwarto§ciowych w odpowiedzi na bodzce zewnetrzne moze by¢ kluczo-

wym elementem regulujacym ich szerokg game¢ aktywnosci biologiczne;j.

Strona 40 z 182



Cel pracy

Celem pracy byla proba przeprowadzenia charakterystyki molekularnej ludzkiej 1 ku-

rzej N1, N2, N1/2 oraz okreslenie wptywu potencjalnych ligandow — jonéw metali dwuwarto-

sciowych na powyzszg zalezno$¢. Zrozumienie roznic strukturalnych pomigdzy biatkiem petnej

dhugosci, N1, N2 oraz hipotetycznym produktem posrednim procesowania Nucb2 — N1/2 moze

mie¢ kluczowe znaczenie dla poznania mechanizmu plejotropowego dziatania Nucb2/N1 opi-

sanego w zarysie w Rozdziale 1 oraz wskazania funkcji 1 znaczenia biologicznego N2 i/lub

N1/2. Realizacja powyzszych badan byta szczegolnie istotna, ze wzgledu iz w momencie ich

rozpoczecia wickszo$¢ doniesien literaturowych dotyczacych badan nad wilasciwosciami

Nucb2/N1 miata charakter wylacznie funkcjonalny.

W zwiazku z powyzszym cele szczegdtowe badan obejmowaty:

Otrzymanie konstruktow DNA umozliwiajacych wydajna ekspresje ludzkiej 1 kurze ne-
sfatyny-1, -2, -1/2

Opracowanie 1 optymalizacj¢ protokotow oczyszczania powyzszych bialek w bakteryj-
nym systemie ekspresyjnym

Analizg struktury drugorzedowej przy pomocy spektroskopii CD w (nie)obecnosci jo-
now metali oraz stabilnosci temperaturowej biatek

Analize struktury trzecio- i/lub czwartorzedowej oraz okreslenie parametréw hydrody-
namicznych nesfatyn w (nie)obecnosci jonow metali przy pomocy SV-AUC
Wyznaczenie statych dysocjacji kompleksu dla wigzanych jonéw metodami spektrofo-
tometrycznymi oraz kalorymetrycznymi

Analize stopnia ekspozycji regionow hydrofobowych biatek w (nie)obecnosci jonow
przy pomocy sondy ANS

Analizg zdolno$ci wigzania tioflawiny T — sondy specyficznej wobec fibryli amyloido-

wych — przez nesfatyny w (nie)obecnosci jonow metali

Analize profili wymiany izotopowej H/D lancucha gléwnego ludzkiej 1 kurzej N1 oraz

N1/2 w (nie)obecnos$ci jondw metali






Materiaty i metody
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I 3.1.1 Odczynniki

3.1 MATERIALY

Wszystkie odczynniki podane w Tab. 3.1 wykorzystane w toku badan cechowaly si¢
stopniem czystos$ci cz.d.a. lub wigkszym. Wszystkie bufory sporzadzone zostaty z wykorzysta-
niem wody ultraczystej Milli-Q-Plus (Millipore).

Tab. 3.1 Wykaz odczynnikdow uzywanych w pracy

Odczynnik Producent
Agar Invitrogen
Agaroza ROTH
Akryloamid Mix ROTH
Btekit bromofenolowy ROTH
Chloramfenikol Sigma
Chlorek cynku (ZnCl>) Sigma
Chlorek magnezu (MgCl2) Merck
Chlorek sodu (NacCl) Merck
Coomassie Brilliant Blue R-250 Serva
Dimetylosulfotlenek (DMSO) POCH S.A.
DNazall Sigma
Dodecylosiarczan sodu (SDS) ROTH
EDTA ROTH
Endonukleaza restrykcyjna BamHI Thermo Scientific
Endonukleaza restrykcyjna Hindlll Thermo Scientific
Etanol (96%) POCH
Glicerol ROTH
Glicyna ROTH
Imidazol Sigma
I1zopropylo-B-D-tiogalaktopiranozyd (IPTG) ROTH
Karbenicylina ROTH
Kwas 2-(N-morfolino)-etanosulfonowy (MES) Sigma
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Odczynnik Producent
“Kwas borowy (HsBOs) ROTH

Kwas octowy (CH:COOH) Chempur

Kwas solny (HCI) Stanlab

Ligaza T4 Thermo Scientific

Luria Broth Base Invitrogen

Metanol (CH3zOH) POCHS. A.

Nadsiarczan amonu (APS) Sigma

Fluorek fenylometylosulfonylu (PMSF) Sigma

Polimeraza Phusion® High-Fidelity
Proteaza ludzkiego rinowirusa 3C (HRV3C)
Przeciwciata Anty-His

Przeciwciata HAMPO

Thermo Scientific
Sino Biological
Clontech

Vector Laboratories

RNaza A Sigma
TEMED Sigma
Terrific Broth (TB) Merck
Tris(hydroksymetylo)aminometan (Tris) ROTH
Trypsyna Sigma
Wodorofosforan sodu (Na:HPOs x 2H20) ROTH
Wodorotlenek sodu (NaOH) POCH S. A.
B-merkaptoetanol ROTH

PCR Mix Plus (2x)
DNA Gel Loading Dye (6x)

A&A Biotechnology
Roth

Simply Safe ™ Eurx Ltd.
Tween-20 Sigma
Kwas 8-anilino-1-naftalenosulfonowy (ANS) Sigma
Zincon Sigma

I 3.1.2 Oligonukleotydy i plazmidy

3.1.2.1 Oligonukleotydy

Wykorzystywane oligonukleotydy zostaly zakupione w firmie Genomed S.A. (Polska).
Wszystkie zostaly oczyszczone przez producenta za pomoca wysokosprawnej chromatografii
cieczowej (HPLC) a nastepnie poddane ocenie jako$ci za pomocg spektrometrii mas. Tab. 3.2
przedstawia oligonukleotydy uzyte do przygotowania biatek hN1 (N1_F, hN1_R), hN2 (hN2 F,
N2 R), hN1/2 (N1_F, N2 R), gN1 (N1 _F, gN1 _R), gN2 (gN2_F, N2 R) oraz gN1/2 (N1 _F,
N2 _R). Do przeprowadzenia kolonijnego PCR wykorzystano nastepujace oligonukleotydy:
pQE-80L_F oraz pQE-80L R.

Tab. 3.2 Oligonukleotydy wykorzystywane podczas realizacji badan.

Oligonukleotyd Sekwencja Zastosowanie
N1_F GCGCGAGCTYCGTGCCGATTGATATCGATAAA PCR
hN1_R GCGCAYAGCTTCTACAGTTCATCCAGTTTGGTAC PCR
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gN1_R GCGCAYAGCTTCTACAGTTCATCCAGACGGGTA PCR
hN2_F GCGCGAGCT Y CCAAGAAGTTGGTCGTCTGC PCR
gN2_F GCGCGAGCT Y CCAAGAAGTTGCACGTCTGC PCR
N2_R GCGCAYAGCTTCTACTCGTGTTCTTTCATCATTTC PCR
pQE-80L_F CGGATAACAATTTCACACAG PCR kolonijny
PQE-80L_R GTTCTGAGGTCATTACTGG PCR kolonijny

Kolorem niebieskim oznaczono miejsca restrykcyjne Sacl (GAGCTC) oraz Hindlll (GAGCTC). Dodatkowo sym-
bolem Y zaznaczono miejsce ciecia. Kolorem czerwonym oznaczono kodon terminacyjny. Kolorem czarnym za-
znaczono sekwencj¢ komplementarng do cDNA nesfatyn.
3.1.2.2 Plazmidy

Plazmid pQE-80L-HRV3C oraz ten sam plazmid zawierajagcy dodatkowo cDNA
hNucb2 oraz gNucb2 uzyskano dzigki uprzejmosci dr inz. Dominiki Bystranowskiej oraz mgr
inz. Anny Skorupskiej. Plazmid pQE-80L-HRV3C jest zmodyfikowang wersja wektora pQE-
80L (Qiagen), ktory zostat otrzymany w naszym laboratorium przez mgr inz. Ann¢ Skorupska.
Modyftikacja pozwolila na wprowadzenie w ramce odczytu (tuz przed sekwencja biatka) miej-
sca rozpoznawanego przez proteaze ludzkiego rinowirusa 3C (HRV3C, ang. human rhinovirus
3C). Wektor pQE-80L-HRV3C, ktorego mapa zostata przedstawiona na Rys. 3.1, umozliwia
ekspresje biatka docelowego pod kontrolg promotora faga T5. Dodatkowo obecne sg geny: zdu-
plikowanego operonu laktozowego (lacO) oraz jego represora (lacl) pozwalajace na wydajna

kontrole ekspresji.

Sacl
Kpnl
Smal
Xmal
Pstl
Hindlll

]
E

PT5 - lacO - lacO - Res - ATG -EXiicNEE vcs q

pQE-80L — HRV3C

4,6 kpz

Col E1

AmpR

Rys. 3.1 Mapa wektora pQE-80L-HRV3C

Schemat przedstawia budowe wektora uzytego do ekspresji ludzkich i kurzych homologdéw nesfatyn. Wyjasnienie
poszczegdlnych skrotow: PT5 — promotor faga T5; lacO — gen kodujacy element operatorowy operonu laktozo-
wego; RBS — miejsce wigzania rybosoméw; ATG — kodon START; 6x His — znacznik histydylowy; HRV3C —
miejsce rozpoznawane przez proteaz¢ HRV3C; MCS — miejsce wielokrotnego klonowania z podanymi miejscami
restrykcyjnymi; STOP — miejsce zawierajace kodony STOP zatrzymujace translacje ze wszystkich ramek odczytu;
lac 19— gen kodujacy represor operonu laktozowego; Col E1 — migjsce startu replikacji; AmpR — gen opornosci na
antybiotyki S-laktamowe.

Wektor pQE-80L-HRV3C zostal wykorzystany roéwniez jako wektor ekspresyjny.
W tym celu wprowadzono do niego cDNA ludzkich (hN1, hN2, hN1/2) i kurzych (gN1, gN2,
gN1/2) homologoéw nesfatyn z uzyciem miejsc restrykcyjnych Sacl oraz HindIIl. W ten sposdb
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sekwencje otrzymywanych biatek (Zalacznik) zawieraly na koncu aminowym metke 6-histy-
dylowa oraz miejsce rozpoznawane przez proteaz¢ HRV3C. Lacznie 25 reszt aminokwasowych

pochodzito z wektora. Po odcigciu znacznika byly to 4 reszty aminokwasowe.

I 3.1.3 Szczepy bakteryjne

W trakcie prowadzonych badan wykorzystano szczepy bakteryjne E. coli podane

w Tab. 3.3.

Tab. 3.3 Szczepy bakteryjne
Szczep Genotyp Producent

OneShot™ TOP10 | F- mcrA A( mrr-hsdRMS-mcrBC) @80/acZAM15 AlacX74 recAl  Thermo Scientific
araD139 A( ara-leu)7697 galU galK rpsL (StrR) endAl nupG

BlI21 (DE3) pLysS | E. coli F- ompT hsdSs (rs=ms~) gal dcm (DE3) pLysS (CamR) Novagen

I 3.1.4 Bufory, roztwory i podtoza hodowlane

Wszystkie rozwory i bufory zostaty przygotowane wedtug zalecen producenta i mia-
reczkowane w temperaturze pokojowej do uzyskania zadanego pH a nast¢pnie filtrowane na
saczku 0,22 um (Millipore). Bufory uzywane podczas chromatografii wykluczania poddane

byly dodatkowo odgazowaniu.

3.1.4.1 Bufory do pracy z DNA Glicerol 60% (v/v)
Bufor TBE (10x) 3.1.4.3 Podloia mikrobiologiczne i antybiotyki
Tris-HCI 890 mM Podloze ptynne LB (Invitrogen)
H3BOs 890 mM Ekstrakt drozdzowy 10,0 g/
EDTA 20 mM Hydrolizat kazeinowy 5,0 g1
pH 8,3 NaCl 10,0 g/l
3.1.4.2 Odczynniki do elektroforezy w Zelu Podloze ptynne TB (Merck)
agarozowym
Zel agarozowy (2%) Trypton 12,0g/l
Ekstrakt drozdzowy 24,0 g/l
Agaroza lg Glicerol 5,0¢/
Bufor TBE (1x) 100 ml Na;HPO4x2H,0 2,3 g/l
Simply Safe ™ 5ul KH,PO4 12,5 g/l

Bufor 6x obciazajacy do probek (6x LD) Antybiotyki

Tris — HCI 10 mM Karbenicylina (R) 100 mg/ml
Ksylenocjanol FF 0,03% (w/v) Chloramfenikol (C) 70 mg/ml
Blekit bromofenolowy 0,03% (w/v) Roztwory antybiotykow dodawano
EDTA 60 mM

do podtozy statych 1iplynnych w objetosci
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potrzebnej do osiggnigcia stezenia konco-
wego 50 pg/ml oraz 35 pg/ml dla odpowied-
nio R i1 C. Do podioza statego agar-LB anty-

3.4. Calkowite stgzenie monomeru (T) oraz
monomeru sieciujgcego (C) liczono wedhug

ponizszych wzoréw:

biotyki dodawano po autoklawowaniu 1 ostu-

4 P T[%]:w.mo% 31
dzeniu podloza do 50 °C a nastepnie wyle- Viot '
wano na szalki Petriego (@ 90 mm) C [%)] = B 100%

my +my 3.2
3.1.4.4 Bufory i roztwory do preparacji nesfa- gdzie:
on m, —masa akryloamidu
Bufor A my; — masa bisakryloamidu
NaHPO4 50 mM Vio, — objetos¢ catkowita
NaCl 300 mM Zele z liniowym gradientem poliakry-
pH 7,0 loamidu w Zelu rozdzielajacym o skladzie za-
Bufor B mieszczonym w Tab. 3.4 przygotowywano
Na>HPO, 50 mM wedlug protokotu Millera i wsp. [174].
Imidazol 200 mM
NaCl 300 mM Bufor do SDS-PAGE (IOX)
pH 7,0 Tris-HCI 250 mM
Bufor C Glicyna 1,92 M
SDS 0,1% (w/v)
Tris-HCI 20 mM pH 6.8
NaCl 150 mM
pH 7.5 Bufor obciazajacy (4%)
3.1.45 Roztwory ibufory do elektroforezy Tris-HCI 250 mM
w Zelu poliakryloamidowym SDS 8% (W/v)
licerol 40°
Rozdzial elektroforetyczny prowa- G 1c§ro % (V)
' ~ Biekit bromofenolowy 0,01% (w/v)
dzono wedlug Lammliego [173]. Skiad zeli p-merkaptoetanol 20% (wiv)

poliakryloamidowych przedstawiono w Tab.

Tab. 3.4 Sktad zeli akryloamidowych
Zel zageszczajacy
(4% T, 2,67% C)

Zel rozdzielajacy

Roztwor (8%/12%/15%/20% T; 2,67% C)

Mix akryloamid 0,27%/0,4%/0,5%/0,67% (v/v) 0,133% (v/v)
Tris-HCI (pH 6,8) — 0,125 M
Tris-HCI (pH 8,8) 0,375 M —
SDS 0,1% (w/v) 0,1% (w/v)
APS 0,05% (w/v) 0,05% (w/v)
TEMED 1% (v/v) 1% (v/v)
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A B C D
GeneRuler GeneRuler Pierce™ Unstained PageRuler™ Broad
100 bp DNA Ladder 1 kb DNA Ladder Protein MW Marker Range Unstained
pz pz MW, kDa we — 250 Mw, kDa
- — 116
13%880 — —— 150
/,6000
75000 - — 6 — — 100
1000 /4000
— 500 = 300 70
= =
— 600 - - — 4
— 500 — 1500 > g
— — 1000 . 40
— 300 — 750 _— —— 35
— 200 — 500 e 30
©
c
— 100 — 250 - 25 3 & —-—— 20 23
PE =
c cQ
, , 82 T 15 &
1,7% zel agarozowy 1,7% zel agarozowy - — 18 NE _g 2
0,5 pg/sciezke 0,5 pg/sciezke S N X w—— 10 NQ
1x TBE, 5V/cm, 1h 1x TBE, 5V/cm, 1h “ga - o ol

Rys. 3.2 Standardy DNA i biatkowe
Rozdziat standardow DNA (A) GeneRuler 100 bp; (B) GeneRuler 1 kb; (C) Pierce™ Unstained Protein MW
Marker; (D) PageRuler™ Broad Range Unstained wedlug producenta. Rysunek wykonano modyfikujac doku-
mentacje producenta.

f-merkaptoetanol byt dodawany bezposred- NaCl 750 mM
nio przed uzyciem. pH 7,5

Roztwor do barwienia Ponceau

Roztwor do barwienia zeli

Barwnik Ponceau S 0,1 % (W/v)
Coomassie Brilliant Blue R-250 0,2% Kwas octowy 5% (v/v)
(W/v)
Metanol 40% (v/v) Roztwor mleka (1%)
Kwas octowy 10% (v/v) Mieko w proszku g
Roztwér do odbarwiania zeli Bufor TN (1x%) 100 ml
Metanol 40% (v/v) Przeciwciala pierwszorzedowe
Kwas octowy 10% (v/v) 6xHis Monoclonal Antibody (Clontech). My-
3.1.4.6  Roztwory i bufory do Western-blot sie przeciwciata monoklonalne IgG2a. Skie-
Bufor do transferu (10x) rowane przeciwko znacznikowi 6x histydylo-
Tris-HC1 50 mM wemu. Stezenie 0,5 mg/ml. Rozcienczane
Glicyna 380 mM przed uzyciem 10 000x roztworem mleka
pH .3 z dodatkiem 0,1% Tween-20.
Bufor TN (10x)
Tris.HCI 50 mM Przeciwciala drugorzedowe
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Peroxidase Anti-Mouse IgG (Vector Labora-
tories). Konskie przeciwciata IgG sprzezone
z peroksydaza chrzanowa. Specyficzne wo-
bec mysich przeciwciat IgG. Stgzenie 1
mg/ml. Rozcienczane przed uzyciem 10 000%
roztworem mleka z dodatkiem 0,1% Tween-

20.

Substrat peroksydazy

Pierce™ ECL Plus Western Blotting Substrate
(Thermo Scientific).

3.1.4.7 Standardy DNA i biatkowe

W celu estymacji dlugosci fragmen-
tow DNA wykorzystano nastgpujace stan-
dardy biatkowe: GeneRuler™ 100 bp DNA
Ladder (Thermo Scientific) oraz GeneRuler™
1kb DNA Ladder (Thermo Scientific). Roz-
dzial powyzszych standardow przedstawiono

na Rys. 3.2.

Standardy biatkowe uzyte do okresle-
nia przyblizonej masy bialek w zelu poliakry-
loamidowym: Pierce™ Unstained Protein
Molecular Weight Marker (Thermo Scienti-
fic) oraz PageRuler™ Unstained Broad Range
Protein Ladder (Thermo Scientific). Rozdziat
powyzszych standardow wedtug producenta
przedstawiono na Rys. 3.2. Dodatkowo stoso-
wano standard biatkowy PageRuler™ Plus
Prestained Protein Ladder (Thermo Scienti-

fic).

3.1.4.8 Roztwory i bufory do wymiany izotopo-
wej proton-deuter

Woda deuterowa

Tlenek deuteru (D20). Roth. Zawartos¢ deu-
teru 99,9%

Chlorek deuteru

Chlorek deuteru (DCI; 38%) w D20. Roth.

Zawartos$¢ deuteru 99,5%.

Bufor C1

Tris-HCI 20 mM
NaCl 150 mM
pH/pD" 7,0

* dla buforu przygotowanego na bazie D>O
1 miareczkowanego DCI.

Bufor STOP
Glicyna 2M
pH 2,5
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&

3.2 METODY
|

I 3.2.1 Techniki pracy z DNA

Podczas realizacji projektu stosowano standardowe techniki pracy z DNA opisane w li-

teraturze oraz uzywano protokotow dostarczonych przez producentéw odczynnikéw zgodnie

z Tab. 3.5.

Tab. 3.5 Wykaz metod standardowych stosowanych podczas realizacji badan

Eksperyment

Metoda

Amplifikacja cDNA nesfatyn metoda PCR

PCR kolonijny
Trawienie restrykcyjne, ligacja i defosforylacja

Przygotowanie itransformacja komérek kompe-
tentnych

Izolacja DNA z zelu agarozowego
Oczyszczanie DNA
Izolacja plazmidowego DNA

Wyznaczanie stezenia i czystosci DNA (pomiar A280
i A260)

I 3.2.2 Preparacja konstruktéw cDNA

[175] oraz zgodnie z protokotem producenta odczyn-
nikdw

[175]

[175] oraz zgodnie z protokotem producenta odczyn-
nikow

[175]

Zestaw Gel-out (A&A Biotechnology)

Zestaw Clean-up (A&A Biotechnology)

Zestaw Nucleobond® PC100 (Macherey-Nagel)
[175]

Amplifikacje cDNA ludzkich (hN1, hN2, hN1/2) i kurzych (gN1, gN2, gN1/2) homo-

logow nesfatyn prowadzono metodg PCR. W tym celu wykorzystane zostaly odpowiednie pary
starterow podane w Rozdziale 3.1.2.1 oraz wektor pQE-80L-HRV3C zawierajacy cDNA biatek
pelnej dlugosci (Rozdzial 3.1.2.2) jako matryca. Startery przednie wprowadzaly miejsce

Tab. 3.6 Program PCR dla amplifikacji ludzkich nesfatyn

Krok Temperatura [°C] Czas [s] Cykli

Wstepna denaturacja 98,0 30,0 1

Denaturacja 98,0 10,0
Hybrydyzacja starterow 56,0 20,0 30

Elongacja 72,0 5,0%/8,0%*

i 72,0 180,0

Zakonczenie 1
4,0 0

* — czas elongacji dla homologdéw N1; ** — czas elongacji dla homologow N1/2.
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Tab. 3.7 Warunki kolonijnej PCR

Etap Temperatura [°C] Czas [s] Cykli
Wstepna denaturacja 95 300 1
Denaturacja 95 30
Hybrydyzacja starterow 59 30 29
Elongacja 72 60
72 240
Zakonczenie 1
12 00

rozpoznawane przez endonukleaze restrykcyjng Sacl a wsteczne przez HindlIII oraz dodatkowo
kodon stop. PCR prowadzono w objetosci 50 pl buforu dla polimerazy Phusion™, w obecnosci
0,5 uM starterow, 1 mM kazdego z ANTP, 5 ng matrycowego DNA. PCR prowadzono w ter-
mocyklerze C1000 (BioRad). Po wstepnej denaturacji do reakcji dodawano polimeraze i pro-
wadzono PCR wedlug warunkéw przedstawionych w Tab. 3.6. Produkty PCR oczyszczano za
pomoca zestawu Clean-up i analizowano za pomocg elektroforezy w zelu agarozowym (Tab.
3.5). Nastepnie inserty poddano trawieniu enzymami restrykcyjnymi Sacl oraz HindlIII (37 °C;

3 h; 300 obr./min) i ponownie oczyszczano insert przy pomocy zestawu Clean-up (Tab. 3.5).

Otrzymane fragmenty zawierajace cDNA nesfatyn ligowano (Tab. 3.5) ze zlinearyzo-
wanym wektorem pQE-80L-HRV3C (Rozdzial 3.1.2.2), trawionym uprzednio tymi samymi
endonukleazami restrykcyjnymi oraz posiadajacym defosforylowane konce. Podczas ligacji za-

stosowano trzykrotny nadmiar molowy insertu nad wektorem.

Mieszaning po ligacji transformowano (Tab. 3.5) komorki kompetentne E. coli
OneShot™ TOP10 (Tab. 3.3). Komorki nastgpnie wysiewano na szalki Petriego z podtozem
agar-LB (wzbogaconym o karbenicyling, R; Rozdzial 3.1.4.3) i inkubowano przez 12 h w 37
°C. Po tym czasie koncéwka do pipety pobierano wybrane klony, przenoszono na ptytke z re-
plika 1ta samg koncowke umieszczano w 15 ul wody milliQ 1 inkubowano (95 °C; 300
obr./min; 3 min). Tak przygotowang matryce wykorzystano do kolonijnej PCR (Tab. 3.5).
W tym celu do 12,5 ul PCR Mix Plus (Tab. 3.1) dodawano 10,5 pul matrycowego DNA oraz
po 1 uM odpowiedniej pary starterow (Tab. 3.2). Reakcje prowadzono wedlug warunkéw za-
mieszczonych w Tab. 3.7. Otrzymane produkty poddawano elektroforezie w Zelu agarozowym,
co umozliwito identyfikacje klonéw zawierajacych pozadane cDNA. Nastepnie wybranymi
klonami zaszczepiono 100 ml podioza ptynnego LB(R) (Rozdzial 3.1.4.3) 1 z powyzszej ho-
dowli izolowano plazmidowe DNA przy uzyciu zestawu NucleoBond® PC 100 wedtug proto-
kohu producenta (Tab. 3.5). Zgodnos¢ sekwencji otrzymanych konstruktow DNA zostata po-

twierdzona przez sekwencjonowanie metodg Sangera (Genomed, Polska).
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I 3.2.3 Ekspresjai oczyszczanie nesfatyn

3.2.3.1 Ekspresja nesfatyn

W celu nadekspresji nesfatyn wykorzystano komoérki kompetentne szczepu E. coli BI21
(DE3) pLysS (Tab. 3.3). Powyzsze komorki transformowano otrzymanymi wczesniej konstruk-
tami, zawierajacymi cDNA nesfatyn (Rozdzial 3.2.2) w ilosci 2 ng. Komorki po transformacji
wysiewano na szalki Petriego (@ 90 mm) z podtozem statym wzbogaconym o R i chloramfe-
nikol (C) — agar-LB(R+C) (Rozdzial 3.1.4.3) a nast¢pnie inkubowano (37 °C, 12 h). Po zakon-
czeniu inkubacji wybierano pojedyncza koloni¢ i zaszczepiano nig pozywke ptynng TB(R+C)
o objetosci 500 ml. Tak przygotowang hodowle wstgpng prowadzono w inkubatorze Multitron
Pro (INFORS HT; 37 °C, 200 obr./min, 8 h). Nast¢pnie hodowlg wstepng zaszczepiano hodowle
wlasciwg o objetosci 0,5 1 tak by stanowila ona 6% (v/v) objetosci catkowitej. Hodowle wia-
sciwg inkubowano (29 °C, 200 obr./min) do momentu osiggnigcia gestosci optycznej przy diu-
gosci fali 600 nm (OD600) réwnej 0,7-0,8. Wowczas do hodowli wlasciwej dodawano IPTG
w stezeniu koncowym wynoszacym 0,25 mM, po czym kontynuowano hodowlg¢ przez kolejne
3 h. Po tym czasie zawiesing komorek bakteryjnych odwirowano w wirowce Beckman Coulter
Avanti J30I (4 °C, 5500 xg, 8 min). Otrzymany osad z 1 | hodowli zawieszano w 12 ml bu-
foru A (Rozdzial 3.1.4.4), po czym otrzymane zawiesiny z 6,5 1 hodowli taczono, porcjowano

po 35 ml i przechowywano w -80 °C.

3.2.3.2 Oczyszczanie nesfatyn

Zaréwno kurze jak iludzkie homologi nesfatyn byly oczyszczane wykorzystujac
trzyetapowa procedure. Poczatkowo, biatka poddawano wstepnemu oczyszczeniu za pomocg
chromatografii metalopowinowactwa (IMAC, ang. immobilized metal affinity chromatogra-
phy) na ztozu Ni-NTA His*Bind® Resin (Qiagen) wykorzystujac znacznik 6-histydylowy na
koncu aminowym biatek (Rozdzial 3.1.2.2). Nastepnie usuwano znacznik histydylowy za po-
mocg proteazy HRV3C i obecnosci specyficznego wobec niej miejsca potozonego za znaczni-
kiem histydylowym w sekwencji biatka (Rezdzial 3.1.2.2). Kolejno oddzielano znacznik
od biatka podstawowego poprzez IMAC. W ostatnim etapie nesfatyny doczyszczano metoda
SEC. Na kazdym etapie preparacji bialek pobierano probki, ktore analizowano za pomocg SDS-

PAGE. Bardziej wnikliwy opis poszczegdlnych etapow zostat zamieszczony ponize;.

Liza ekstraktow komorkowych: Ekstrakty komorkowe z 11 lub 3,25 1 rozmrazano na lodzie.
Nastepnie do zawiesiny dodawano PMSF w stezeniu koncowym 20 pg/ml a takze DNaze [
1RNaze A wstezeniu koncowym 10 pg/ml. Dalej komorki poddawano lizie
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ultradzwigkowej, potggowanej dodatkowo przez lizozym faga T7 uwalniany dzigki obecno-
$ci odpowiedniego wektora w komoérkach szczepu pLysS [176]. Powstaly roztwér inkubo-
wano na wytrzasarce wertykalnej (4 °C, 10 obr./min, 1 h) w celu catkowitej degradacji kwa-
sow nukleinowych. Uzyskang zawiesing odwirowywano (4 °C, 18 000 xg, 1 h) po czym
pobierarno probke osadu i cieczy znad osadu do analizy SDS-PAGE (Rozdzial 3.2.4.2),

do oczyszczania nesfatyn przeznaczano ciecz znad osadu.

Chromatografia powinowactwa: Ekstrakt z 3,25 1 hodowli poddawano lizie zgodnie z proce-
durg opisang powyzej, poczym dodawano do niego 2 ml (100% v/v) zloza Ni-NTA
His*Bind® Resin i inkubowano (4 °C, 10 obr./min, 30 min). Nastepnie uzyskang zawiesing
nanoszono na kolumng¢ Tricorn™ 5/100 (GE Healthcare), ktorg po upakowaniu i pobraniu
probki przesaczu podtaczano do systemu FPLC Akta Explorer wyrdwnowazonego buforem
A. Tak przygotowang kolumng¢ plukano buforem A w objetosci 20 ml w celu zwolnienia
z kolumny biatek niespecyficznie zwigzanych ze ztozem. Nastgpnie kolumng plukano 10%
(homologi N2 oraz N1/2) lub 17,5% (homologi N1) buforu B? (Rozdzial 3.1.4.4) w ilosci
odpowiadajacej 10-krotnej objetosci kolumny w celu zwolnienia ze ztoza biatek stabo z nim
oddziatlujacych. Elucje nesfatyn prowadzono wykorzystujac 100% buforu B w objgtosci 20
ml. Rozdziat chromatograficzny monitorowano poprzez pomiar absorbancji A280 przy prze-
ptywie wynoszacym 2 ml/min w temperaturze pokojowej. Objetos¢ zbieranych frakcji wy-
nosifa 2 ml. Wybrane frakcje taczono i odsalano do buforu A na kolumnach PD10 (GE He-
althcare) zgodnie z protokotem producenta. Uzyskany preparat odwirowywano (4°, 18 000
xg, 10 min), po czym okreslano jego st¢zenie na podstawie pomiaru A280. Na kazdym eta-

pie IMAC pobierano probki do analizy SDS-PAGE (Rozdzial 3.2.4.2).

Usuwanie znacznika histydylowego: do eluatu po IMAC dodawano proteaz¢ HRV3C w sto-
sunku 1:1 000 (w/w), po czym roztwér inkubowano przez noc (4°C, 10 obr./min). Po tym
czasie dodawano 150 pl (100% v/v) wyrdéwnowazonego ztoza Ni-NTA HiseBind® Resin i in-
kubowano (4 °C, 10 obr./min, 30 min). Nastgpnie zawiesing naktadano na pusta kolumne
PD10, po czym ztoze po uprzednim upakowaniu ptukano 200 pl buforu A zbierajac eluat za
kazdym razem. Uzyskany preparat wirowano (4°C, 18 000 xg, 5 min) i zageszczano do ob-
jetosci 1 ml na koncentratorze Amicon Ultra-4 o molekularnej granicy odcigcia (MWCO,
ang. molecular weight cut-off) 3 kDa (Millipore). Na kazdym etapie okreslano st¢zenie na
podstawie pomiaru A280 1 pobierano probki do analizy SDS-PAGE.

2 Optymalna procentowo$¢ buforu B w buforze pluczacym byla uprzednio optymalizowana przy uzyciu
ekstraktu z 1 1 hodowli oraz wykorzystujac grawitacyjng metode oczyszczania.
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Sqgczenie molekularne: Sktadniki zaggszczonych probek rozdzielano za pomocg chromatografii
wykluczania na kolumnie Superdex 75 Increase 10/300 GL (GE Healthcare) wyréwnowa-
zonej uprzednio buforem C (Rozdzial 3.1.4.4) i podtaczonej do systemu FPLC Akta Explo-
rer. Rozdzial monitorowano przez pomiar absorbancji przy 220 nm (A220) oraz A280. Zbie-
rano frakcje o objetosci 0,5 ml przy przeptywie wynoszacym 0,5 ml/min. Wybrane z nich
zawierajace nesfatyny tagczono, wirowano (4 °C, 20 000 xg, 5 min) i dzielono po 200 pl,

po czym przechowywano w -80 °C.

I 3.2.4 Identyfikacja nesfatyn

3.2.4.1 Pomiar st¢zenia biatka podstawowego

Stgzenia biatek po SEC wyznaczano za pomoca pomiaru absorbancji A280 na spektro-
fotometrze NanoDrop 2000c¢ (Thermo Scientific). W tym celu wykorzystano odpowiednie
wspotczynniki absorpcji podane w Tab. 3.8, ktdére zostaty otrzymane za pomocg narzegdzia Prot-
Param (Rozdzial 3.2.5) [177]. W Tab. 3.8 podano rdwniez pozostate wybrane parametry fizy-
kochemiczne nesfatyn otrzymane przy uzyciu wyzej wymienionego narzedzia bioinformatycz-

nego.

3.2.4.2 Elektroforeza w zZelu poliakryloamidowym w warunkach denaturujgcych (SDS-PAGE)
Analiz¢ SDS-PAGE prowadzono w uktadzie niecigglym wedlug Laemmeliego [173],
stosujac 4% zel zageszczajacy oraz 12% (homologi N1/2)/15% (homologi N1 i N2) zel roz-
dzielajacy (Rozdzial 3.1.4.5). W tym celu probki standaryzowano na 5 pg biatka i odpowiednia
objetos¢ dodawano do buforu 4x SB (Rozdzial 3.1.4.5). Nast¢pnie probki nanoszono na zel
i poddawano rozdziatowi w aparacie MiniProtean® 3 przy statym natezeniu pradu rownym 0,2

mA/zel do czasu uzyskania pozadanego rozdzialu. Nastepnie zele utrwalano w roztworze

Tab. 3.8 Parametry fizykochemiczne nesfatyn

Biatko £280 Agélt;% pl MW [kDa]
[1/(M x cm)] [ml x 1/(mg x cm)]
hN1 0,449 4,9 9,948
4470
gN1 0,450 4,6 9,941
hN2 5,5 9,836
2980 0,303
gN2 5,2 9,840
hN1/2 5,8 19,654
7450 0,379
gN1/2 5,2 19,651
€280— molowy wspodtczynnik absorpcji wyznaczony na podstawie sekwencji aminokwasowej; Aggfo% —masowy

wspotczynnik absorpcji wyznaczany na podstawie sekwencji aminokwasowej; pl — teoretyczny punkt izoe-
lektryczny; MW — masa czasteczkowa biatka.
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do odbarwiania (5 min), po czym barwiono roztworem Coomassie Brilliant Blue R-250 (1 h;

Rozdzial 3.1.4.5).

3.2.4.3 Analiza Western-blot

Biatka ulegajace nadekspresji z wektora pQE-80L-HRV3C zawieralty na koncu N
znacznik 6-histydylowy (Rozdzial 3.1.2.2), przez co mozliwa byla ich detekcja technikg We-
stern-blot (WB) [178], przy uzyciu przeciwciat Anty-His (Rozdzial 3.1.4.6) [178]. W tym celu
prowadzono rozdziat elektroforetyczny wybranych probek zgodnie z procedura opisang
w Rozdziale 3.2.4.2. Naste¢pnie biatka poddawano transferowi w polu elektrycznym na blong
nitrocelulozowa w aparacie MiniProtean® 3 przy statym napieciu 150 V przez 35 min w bufo-
rze do transferu (Rozdzial 3.1.4.6). Nastepnie btong umieszczano w roztworze barwnika Pon-
ceau S (Rozdzial 3.1.4.6), po czym zaznaczano pasma obecne w standardzie biatkowym. Dalej,
btone przeptukiwano woda milliQ i inkubowano w 1% roztworze mleka (Rozdzial 3.1.4.6)
przez 1 h na wytrzasarce. Po tym czasie btong ptukano trzy razy buforem TN (Rozdzial 3.1.4.6)
w czasie 15 min a nastepnie inkubowano przez noc w 4 °C w roztworze przeciwcial pierwszo-
rzedowych Anty-His na wytrzasarce (JWElectronics). Nastepnego dnia blong ponownie plu-
kano trzy razy buforem TN (Rozdzial 3.1.2.2) w czasie 15 min, po czym inkubowano z prze-
ciwciatami drugorzedowymi HAMPO (Rozdzial 3.1.4.6) przez 1 h na wytrzasarce w tempera-
turze pokojowej. Po tym czasie, btong przeptukiwano buforem TN trzy razy w czasie 15 min,
po czym inkubowano ja z substratem peroksydazy (Rozdzial 3.1.4.6) przez 10 min stosujac si¢
do zalecen producenta. Nast¢pnie blong analizowano w aparacie FujiFilm FLA-3000 wzbudza-
jac fluorescencj¢ probek przy 473 nm. Uzyskane dane dalej analizowano przy pomocy opro-

gramowania Image Analyzer (Raytest Istopenmefgerdte GmbH).

3.2.4.4 Widma masowe nesfatyn

Prébki oczyszczonych biatek poddawano liofilizacji po czym wysytano je do Srodowi-
skowej Pracowni Spektrometrii Mas Instytutu Biochemii 1 Biofizyki Polskiej Akademii Nauk
(IBB PAN, Warszawa, Polska) gdzie wykonywany byt pomiar masy molekularnej nesfatyn przy
pomocy spektrometrii mas (MS, ang. mass spectrometry). Pomiary prowadzono na aparacie

QTOF Premier (Waters).
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I 3.2.5 Analizy bioinformatyczne

Przewidywanie region6w nieuporzagdkowanych wykonano na podstawie sekwencji ami-

nokwasowej nesfatyn oraz narzedzi PONDR VL-XT (www.pondr.com) [179,180] 1 DynaMine

(http://bio2byte.be/dynamine) [181,182]. Wykresy Uversky’ego zostalty wykonane na podsta-

wie danych wygenerowanych przez algorytm PONDR. Wykorzystujac narzedzie ProtParam
obliczone zostaly nastgpujace parametry fizykochemiczne nesfatyn: wspotczynnik absorpcji,
punkt izoelektryczny (pl), teoretyczna masa czasteczkowa [177]. Przewidywanie struktury
przestrzennej biatek zostalo przeprowadzone przy pomocy narzedzi I[-TASSER

(http://seq2fun.demb.med.umich.edu//I-TASSER/) [183—185], ColabFold [186] oraz Modeller

[187]. Matryce uzyte do modelowania struktury trzeciorzedowej ludzkich nesfatyn w progra-
mie Modeller wytoniono przy pomocy narz¢dzia DichroMatch [188], dopasowujac widma di-
chroizmu kotowego nesfatyn (Rozdzial 4.4) do widm dostepnych w bazie metoda najmniej-
szych kwadratow. Po wygenerowaniu wstepnego modelu holo-hN1 dodatkowo modelowano
jej miejsce wigzania jonéw Zn(II) na podstawie motywu karboksypeptydazy A1 zawartego po-
migdzy 69-78 reszta aminokwasowa [189]. Nastepnie generowano zbidr modeli modelujac pe-
tle 1 testujac rozne kombinacje ograniczen odleglo$ci miedzyatomowych oraz zawartosci struk-
tury drugorzedowej, sugerujac si¢ dodatkowo wynikami wymiany proton/deuter (Rozdzial
4.10). Przewidywania widm dichroizmu kotowego na podstawie otrzymanych modeli prowa-
dzono z wykorzystaniem algorytmu SESCA 1 bazy DS6-1 [190]. Modele wykazujace najmniej-
szg warto$¢ znormalizowanego rmsd wzgledem widma eksperymentalnego wytaniano jako naj-
lepiej opisujace dany uklad. Wybrane modele nesfatyn zostaly nastgpnie zwizualizowane

w programie UCSF Chimera [191].

I 3.2.6 Spektroskopia dichroizmu kotowego

Wszystkie pomiary spektroskopowe dichroizmu kotowego (CD, ang. circular dichro-
ism) wykonywano na spektropolarymetrze Jasco J-715 (Jasco Inc.) z dotaczonym urzadzeniem

kontrolujgcym temperature Jasco Peltier CDF 426S/15 w kuwecie kwarcowej 100QS (Hellma).

3.2.6.1 Podstawowe pomiary CD nesfatyn

Widma CD nesfatyn rejestrowano w statej temperaturze 20 °C i przy zastosowaniu na-
stepujacych parametrow spektralnych: zakres dtugosci fal 195-260 nm; rozdzielczo$¢ 0,5 nm;
czas integracji (D.1.T, ang. digital integration time) 1 s; szybko$¢ skanowania 50 nm/min; sze-

roko$¢ pasma 1 nm; trzy akumulacje. SteZenie nesfatyn wykorzystywane podczas pomiarow
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wynosito 0,15 mg/ml. Biatka zawieszone byly w buforze C (Rozdzial 3.1.4.4) lub buforze C
suplementowanym EDTA (5 mM)/CaCl, (10 mM). Prébki przed pomiarem inkubowano przez
30 min w 4 °C. Wszystkie pomiary wykonywano w trzech powtorzeniach a od otrzymanych
widm bialek odejmowano widma odpowiednich buforéw. Zebrane dane usredniano i nastepnie
wygtadzano algorytmem Savitzky-Golay (15 punktow; rzad wielomianu 3) w programie Ori-
ginPro2018 w celu prezentacji danych. Dane wyrazone w [mdeg] nast¢pnie przeliczano na
srednig resztowa eliptyczno$¢ molowa (MRE, ang. mean residue ellipticity) [192] wyrazona
w [degxecm?xdmol™!]. Wartosci MRE pochodzace z pojedynczych pomiaréw nastepnie wyko-
rzystywano w celu estymacji zawartosci struktur drugorzedowych pakietem CDPRo. W tym
celu zaimplementowane zostaty algorytmy CDSSTR oraz CONTINLL i bazy SDP48 (homo-
logi N1) oraz SP43 (homologi N2 oraz N1/2) [193—195]. Obie powyzsze bazy zawieraja 43
biatka rozpuszczalne a baza SDP48 dodatkowo 5 biatek zdenaturowanych. Na podstawie uzy-
skanych wynikow obliczano $rednig zawarto$¢ struktur drugorzedowych oraz ich odchylenie

standardowe (SD, ang. standard deviation).

Widma CD nesfatyn w obecnosci ZnClz (50-500 uM) rejestrowano w jednym powto-
rzeniu postepujac analogicznie do protokolu przedstawionego powyzej. Ulamek wysycenia
biatek jonami Zn(II) oraz st¢zenie wolnych jonéw Zn(II) obliczono na podstawie odpowiednio

wzorow 3.3 oraz 3.4.

. 973,208/222 o 9111111

|9ma,x - Hmin| 33
gdzie:
0,208 /220 — MRE przy 208/222 nm zarejestrowana przy i-tym stezeniu jonéw Zn(Il)
0., — minimalna obserwowana warto§¢ MRE przy 208/222 nm
0ax — maksymalna obserwowana warto§¢ MRE przy 208/222 nm
Znll = [Za 1l ), —rx [P), 3.4

gdzie:

[Zn 11 |, — catkowite stezenie jonow Zn(II)
r — utamek wysycenia

[P], — catkowite st¢zenie biatka

Dane uzyskane na podstawie powyzszych wzorow zostaly nastgpnie dopasowane do modelu
Hilla podanego ponizej (wzor 3.5) w programie OriginPro 2018.

ro.o—r . X |Zn I |
r = Tmin + max min [ ][

Kp+ [Zn 07 3.5
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gdzie:
Tmin — Minimalna obliczona warto$¢ r
Tmax — Maksymalna obliczona warto$¢ r
K, — pozorna stata dysocjacji
n — wspotczynnik Hilla
3.2.6.2 Pomiary CD w funkcji temperatury

Widma temperaturowe nesfatyn rejestrowano w zakresie 20-90 °C z predkoscig 2
°C/min, co 2 °C przy dtugosci fali 208 nm i 222 nm oraz D.I.T wynoszacym 2 s. Probki biatek
o stezeniu 0,25 mg/ml kazda byly zawieszone w buforze C suplementowanym EDTA (5 mM)
lub ZnCl, (50-500 uM). Przed pomiarem prébki inkubowano 30 min w temperaturze pokojo-
wej. Otrzymane dane byty nast¢pnie dopasowywane do modelu Boltzmanna lub dwuprzejscio-
wego modelu dawka-odpowiedz w programie OriginPro 2018 a temperatura przejscia (Tm)

byla interpretowana jako punkt przegiecia.

I 3.2.7 Ultrawirowanie analityczne

Ultrawirowanie analityczne typu szybkosciowego (SV-AUC, ang. sedimentation-velo-
city analytical ultracentrifugation) prowadzono korzystajac z ultrawirdwki Beckman Coulter
Proteome Lab XL-I (Beckman Coulter Inc.) oraz rotora An-60Ti. Probki wirowano przez noc
w 20 °C z predkoscia 50 000 obr./min (okoto 200 000 xg) w kuwetach dwukanalowych z wy-
petniaczem weglowym Epon®. Probki nesfatyn o objetosci 400 ul przygotowano w dwéch ze-
stawach stezen: 1,3; 1,0; 0,7 mg/ml (homologi N1) oraz 1,85; 1,32; 0,92 mg/ml (homologi N2
1 N1/2). Biatka zawieszone byly w buforze C suplementowanym: EDTA (5 mM); CaCl, (10
mM); ZnCl, (50-500 uM). Sedymentacje¢ $ledzono przez pomiar absorbancji A280 w trybie
ciaglym z rozdzielczo$cig rowna 0,3 mm. Czastkowe objetosci wlasciwe bialek (hN1: 0,745;
gN1:0,738; hN2: 0,733; hN1/2: 0.739; gN1/2: 0,734, kazda w ml/g), gestos¢ (1,0059 1 1,006
g/ml dla buforu C suplementowanego odpowiednio: EDTA 1 CaCly/ZnCly) 1 lepkos¢ dyna-
miczna (1,0265 11,0228 mPa xS dla buforu C suplementowanego odpowiednio: EDTA
1 CaCl2/ZnCly) buforéw obliczane byly przy pomocy SEDNTERP [196]. Wspotczynnik sedy-
mentacji, wspotczynnik sedymentacji (s) uwzgledniajacy gestosé i lepkos¢ wody (s20,w), wspot-
czynnik tarcia (f/fo, ang. frictional ratio), pozorng mas¢ czasteczkowa (MWapp, ang. apparent
molecular mass) oraz promien hydrodynamiczny (Rn) obliczano na podstawie danych skorygo-
wanych o czas w programie SEDFIT w oparciu o model ciggtego rozktadu wspdtczynnika se-

dymentacji c(s) [197]. W trakcie analizy danych stosowano przedziat ufnos$ci maksymalne;j
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regularyzacji entropii réwny p=0,68. Jakos¢ uzyskanych wynikéw byta oceniana na podstawie
warto$ci rmsd [197,198].

W celu detekcji zmian struktury trzecio- i/lub czwartorzgdowej w wyniku oddziatywa-
nia pomi¢dzy hN1 i hN2 wykonano analize¢ SV-AUC mieszanin powyzszych bialek w stosunku
masowym 1:1, 1:2 i 1:4 (hN2:hN1) w obecnosci EDTA (5mM) lub ZnCl> (50 uM) zgodnie
z protokotem przedstawionym powyze;j.

Wszystkie eksperymenty SV-AUC wykonywano we wspotpracy z dr inz. Dominika By-

stranowska z Laboratorium Biochemii i Biologii Molekularnej Politechniki Wroctawskie;.

I 3.2.8 Izotermiczna kalorymetria miareczkowa

Pomiary izotermicznej kalorymetrii miareczkowej (ITC, ang. isothermal titration calo-
rimetry) wykonano we wspolpracy z mgr inz. Michatem Padjaskiem z Wydziatu Chemii Bio-
logicznej Uniwersytetu Wroclawskiego. Pomiary prowadzono wykorzystujac kalorymetr
Nano-ITC (Waters, USA) w 25 °C 1 komory pomiarowej o objetosci 1 ml. Wszystkie biatka
zawieszone byty w buforze C. Stezenie analitu (hN1; hN1/2) wynosito 0,1 mM. Stezenie ti-
tranta wynosito 7 mM podczas miareczkowania hN1 lub 0,5 mM podczas miareczkowania
hN1/2. Stgzenia titranta oraz analitu bylo wczesniej optymalizowane w celu uzyskania najlep-
szej izotermy do analizy. Po wyrdwnaniu temperatur w uktadzie do komory pomiarowej doda-
wano po 5,22 pl titranta co 300 s przy szybkos$ci mieszania rownej 200 obr./min. Dodatkowo
wykonano eksperymenty kontrolne dodajac jednakowe porcje titranta do buforu C w celu wy-

znaczenia ciepta jego rozcienczania podczas nieobecnosci analitu.

Otrzymane dane poddawano wst¢pnej analizie przy uzyciu programu NanoAnalyze, de-
dykowanemu do kalorymetru Nano-ITC. Nastepnie dane poddawano catkowaniu oraz korekcie
o lini¢ bazowa przy uzyciu programu NITPIC [199]. Krzywoliniowe dopasowywanie danych
prowadzono w programie SEDPHAT [200] wykorzystujac model z jednym miejscem wiaza-
cym: A+ B = AB. Dane dopasowywano do powyzszego modelu w programie SEDPHAT
dodatkowo ograniczajac je danymi ze wstepnego dopasowania w programie NanoAnalyze.
Wartosci btedow zostaly obliczone metoda Monte Carlo dla kazdego eksperymentu w 500 ite-

racjach i przedziatem ufnosci rownym 0,9.

I 3.2.9 Ograniczona proteoliza nesfatyn

Nesfatyny oraz hNucb2 (0,56 mg/ml kazda) poddawano proteolizie z udziatem trypsyny

(Rozdzial 3.1.1) w stosunku enzym:biatko rownym 1:5000 (w/w) oraz dodatkowo w stosunku
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rownym 1:1000 w przypadku homologdéw N1. Probki inkubowano przez 3,5 h w 20 °C z pred-
kos$cig wytrzasania probek rowng 300 obr./min. Reakcje prowadzono w buforze C suplemento-
wanym EDTA (5 mM; dla kazdej nesfatyny i hNucb2) lub ZnCl, (50 uM dla hN1/2 i gN1/2;
300 uM dla hNucb2; 500 uM dla hN1 i gN1). Po dodaniu trypsyny do mieszaniny z rekacji
pobierano w zadanych interwatach czasowych probki o objetosci 9 ul, ktore zawieszano w 3 pl
buforu 4% SB (Rozdzial 3.1.4.5) i tym samym zatrzymywano reakcj¢. Dodatkowo przygoto-
wano rowniez probki kontrolne niezawierajace trypsyny, ktore miaty na celu oceng stabilnos$ci
biatek w warunkach eksperymentu. Probki kontrolne pobierano na poczatku i koncu rekacji.
Produkty proteolizy nastepnie analizowano technikg SDS-PAGE przez ich rozdziat na przygo-
towanym zelu z liniowym gradientem polikaryloamidu w zakresie 8-20% (Rozdzial 3.1.4.5)
wedlug Laemmliego [173]. Dodatkowo w celu analizy efektéw dlugotrwatej proteolizy gN1
przygotowano dodatkowe zestawy probek. Pierwszy z nich inkubowano przed reakcja 24 h
w 20 °C w obecnosci EDTA (5 mM) lub ZnCl, (500 pM) a drugi przygotowywano bezposred-
nio przed reakcja. Nastepnie do obu zestawow probek dodawano proteazy w stosunku wago-
wym enzym:biatko réownym 1:1000. Probki do analizy SDS-PAGE o objetosci 9 ul pobierano
co 24 h.

I 3.2.10 Spektroskopia absorpcyjna

Wyjsciowy roztwor Zincon (1 mM; ZI; Rozdzial 3.1.1 ) przygotowano przez rozpusz-
czenie chromoforu w DMSO. Nast¢pnie wyznaczono stalg dysocjacji kompleksu ZI z jonami
Zn(II) przez miareczkowanie chromoforu o koncowym st¢zeniu 50 uM roztworem ZnCl> w bu-
forze C. Pomiary prowadzono na spektrofotometrze Jasco V-630 w kuwecie kwarcowej QS100
(Hellma) o dlugosci drogi optycznej rownej 1 cm. Widma rejestrowano w trzech akumulacjach
w zakresie 300—-650 nm z szybkoscig 1000 nm/min 1 rozdzielczo$cig 1 nm. Zanik absorbancji
przy 469 nm normalizowano analogicznie do wzoru 3.3 a nast¢pnie dane dopasowywano

do rownania kwadratowego zgodnie ze wzorem 3.6.

[Zn(ID)], + [Z1], + Ky 4 — \/([ZD(IIML + [Z1], + KD,ZI>2 —4 - [Zn(11)], - [Z1], 16
"= 2. [Z1, '

gdzie:

[Zn(11)], — catkowite stezenie jonodw Zn(IT)

[Z1], — catkowite st¢zenie chromoforu

K, 71 — stata dysocjacji kompleksu ZI z jonami Zn(II)
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Dalsze badania konkurencji nesfatyn o jony Zn(II) z ZI prowadzono na czytniku ptytek Clario-
star® Plus. W tym celu do probek ZI (50 pM) wysyconych ZnCl, (50 uM) i zawieszonych w bu-
forze C w ptytce 384-dotkowej (Greiner) dodawano nesfatyny w zmiennym stezeniu. Probki
0 objetosci koncowej 100 pl inkubowano nastepnie w temperaturze pokojowej przez 20 min
jednoczes$nie wytrzasajac ptytke. Nastepnie ptytke wirowano (1000 xg; 2 min; 20 °C). Widma
rejestrowano w zakresie 300—650 nm z rozdzielczosciag 1 nm. Pozorng statg dysocjacji obli-

czano nastepnie zgodnie z protokotem opublikowanym przez Kocyte i wsp. [201].

I 3.2.11 Spektroskopia fluorescencyjna

3.2.11.1 Pomiary fluorescencji kwasu 8-anilino-1-naftalenosulfonowego w ebecnosci nesfatyn
Wyjsciowy roztwor kwasu 8-anilino-1-naftalenosulfonowego (ANS, ang. 8-aniline-1-
naphatlenesulfonic acid; Rozdzial 3.1.1) zostal przygotowany przez jego rozpuszczenie w di-
metylosulfotlenku (DMSO, ang. dimethyl sulfoxide; Rozdzial 3.1.1). Stezenie fluoroforu wy-
Znaczano nastepnie przez pomiar absorpcji przy dtugosci fali 376 nm, wykorzystujac molowy
wspotczynnik absorpcji roéwny 9140 [1/(Mxcm)] [202]. Probki o objetosci 50 ul zawierajace
ANS (50 uM) i nesfatyny (10 uM kazda) zawieszone w buforze C suplementowanym ZnCl»
(0500 uM) inkubowano przez 20 min w 20 °C w czarnej ptytce 384-dotkowej (Greiner). Po
tym czasie ptytke wirowano (1000 xg; 2 min; 20 °C). Kazda probke przygotowano w trzech
powtdrzeniach. Nastepnie ptytke skanowano w czytniku Clariostar® Plus (BMG, Niemcy)
w trybie intensywnosci fluorescencji. ANS wzbudzano przy 350 &+ 10 nm (20 naswietlen/dotek)
1 skanowano emisj¢ fluorescencji w zakresie 375-650 nm. Otrzymane widma wygladzano me-
toda Savitzky-Golay w programie OriginPro 2018 w celu prezentacji wynikow. Niezmodyfiko-
wane wartosci intensywnosci fluorescencji (RFU, ang. raw fluorescence unit) przy 468 nm
w funkcji stg¢zenia jondw Zn(II) byly nastepnie dopasowywane do modelu Hilla (analogicznie

do wzoru 3.5) z parametrem Hilla pozostawionym bez ograniczen.

3.2.11.2 Pomiary fluorescencji tioflawiny T w obecnosci nesfatyn

Kinetyczne pomiary fluorescencji tioflawiny T (ThT, ang. thioflavin T) w obecnosci ne-
sfatyn-1 prowadzono na czytniku ptytek Clariostar® Plus. W tym celu gN1 oraz hN1 (30 uM
kazda) inkubowano w buforze C suplementowanym EDTA (5 mM) lub ZnCl; (500 puM)
w (nie)obecnosci trypsyny (Rozdzial 3.1.1) w stosunku wagowym 1:1000 przez 48 h. Probki
o objetosci 50 pl przygotowano w trzech powtorzeniach w czarnej ptytce 384-dotkowej (Gre-
iner). Tuz przed pomiarem dodawano proteaze a plytke wirowano (1000 xg; 2 min; 20 °C).

Nastepnie emisj¢ fluorescencji wzbudzano przy 418 = 10 nm (20 naswietlen/dotek), co 10 min
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1 odczytujac emisje fluorescencji przy 490 = 10 nm. RFU probek nastepnie normalizowano
wzgledem usrednionej RFU buforu i wyrazano jako krotno$¢ zmiany fluorescencji (FFC, ang.

fluorescence fold change).

Postep wigzania tioflawiny T (5 uM) do nesfatyn (10 uM kazda) w stanie ustalonym
rowniez monitorowano przy uzyciu czytnika ptytek Clariostar® Plus. W tym celu wzbudzano
fluorofor przy 418 £ 9 nm (20 naswietlen/dotek), po czym skanowano emisj¢ fluorescencji
w zakresie 440—600 nm. Kazdg probke o objetosci 50 pl przygotowano w trzech powtorzeniach
w czarnej ptytce 384-dotkowej, ktorag odwirowano odwirowano (1000 xg; 2 min; 20 °C). Na-
stgpnie otrzymane widma wygtadzano metoda Savitzky-Golay (15 punktow; rzad wielomianu
3). Otrzymane warto$ci nastepnie usredniano a btad wyrazano jako odchylenie standardowe
(SD, ang. standard deviation). Warto$ci RFU przy 483 nm lub 476 nm w funkc;ji st¢zenia ZnCl,
byly nastgpnie dopasowywane do modelu Hilla (analogicznie do wzoru 3.5) w programie Ori-

ginPro 2018.

I 3.2.12 Wymiana izotopowa proton-deuter

Eksperymenty wymiany izotopowej proton-deuter sprz¢zonej ze spektrometria mas
(HDX, ang. hydrogen-deuterium exchange mass spectroscopy) prowadzono we wspolpracy z dr
Lilig Zukowa ze Srodowiskowej Pracowni Spektrometrii Mas Instytutu Biochemii i Biofizyki
Polskiej Akademii Nauk (IBB PAN, Warszawa, Polska). Eksperymenty prowadzono wykorzy-
stujac chromatograf cieczcowy UPLC nanoACQUITY (Waters) z dotagczonym kontrolorem
HDX sprze¢zonym ze spektrometrem SYNAPTG2 HDMS (Waters).

Roztwory wyj$ciowe homologow N1 oraz N1/2 o stezeniu 50/100 pM przygotowano
w buforze C1 suplementowanym (lub nie) ZnCl, w stezeniu koncowym 50 pM (homologi
N1/2) lub 500 uM (homologi N1). Powyzsze roztwory inkubowano przez 30 min w 20 °C.
Probki niedeuterowane przygotowano przez dodanie 5 pl wyjsciowego roztworu biatka (100
uM) do 45 pl buforu C1 (Rozdzial 3.1.4.8) suplementowanego (lub nie) ZnCl> w odpowiednim
stezeniu. Nastepnie catg probke przenoszono do buforu STOP (Rozdzial 3.1.4.8) o temperatu-
rze 4 °C 1 natychmiast zamrazano jg przez zatopienie w ciektym azocie. Bezposrednio przed
pomiarem prébke rozmrazano itrawiono na kolumnie z immobilizowang pepsyna (Poro-
szyme™, Thermo Scientific) dotaczonej do systemu w 20 °C przez 1,5 min. Nastepnie otrzy-
mane peptydy eluowano 0,07% (v/v) kwasem mrowkowym przy przeplywie 200 pl/min na
kolumne ACQUITY BEH C18 VanGuard (Waters). Nastepnie peptydy kierowano na kolumne
ACQUITY UPLC BEH C18 column (Waters) skad byty zwalniane gradientem 10-35%
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acetonitrylu w 0,01% kwasie mréwkowym przy przeptywie 90 pl/min. Caty system, z wyjat-
kiem kolumny do trawienia, utrzymywany byt w statej temperaturze 0,5 °C. Peptydy podda-
wano jonizacji metoda elektrorozpylania (ESI, ang. electrospray ionization) a widma rejestro-
wano wykorzystujac nastepujace parametry spektralne: tryb jonow dodatnich; napiecie przyto-
zone do kapilary 3 kV; napigcie na stozku probkujacym 35 V; napiecie na soczewce ekstrak-
cyjnej 3 V; temperatura zrodta 80 °C; temperatura desolwatacji 175 °C; natezenie przeptywu
gazu do desolwatacji 800 1/h. Peptydy identyfikowano przy uzyciu oprogramowania Protein-

Lynx Global Server Software (Waters).

Probki deuterowane poddawano wymianie w pigciu interwatach czasowych (10s ; 1
min; 5 min; 30 min; 2,5 h) wykorzystujac: roztwér wyjsciowy biatek o stezeniu 50 uM 1 deu-
terowane bufory postepujac jak w przypadku probek niedeuterowanych. Wszystkie pomiary
wykonano w trzech powtorzeniach. Dodatkowo w celu zbadania minimalnej wymiany izoto-
powej 5 ul biatka (50 uM) dodawano do 55 pl mieszaniny (o temperaturze 4 °C) deuterowa-
nego buforu C1 suplementowanego (lub nie) ZnCl> w odpowiednim st¢zeniu oraz deuterowa-
nego buforu STOP. Nastepnie probke natychmiast zamrazano przez zanurzenie w ciektym azo-
cie. Probki reprezentujace catkowita wymiang izotopowa byty przygotowywane jak probki deu-
terowane, przy czym czas inkubacji w buforze deuterowanym wynosit 24 h.

Lista peptydow otrzymana dla probek niedeuterowanych postuzyta do identyfikacji
peptyddéw po wymianie izotopowej w programie DynamX 3.0 (Waters). W tym celu lista pep-
tydow byfla filtrowana wedlug nastgpujacych kryteriow: minimalna intensywnos¢ 3000; mini-
malna ilo$¢ produktéw na reszte aminokwasowa 0,3. Wszystkie obwiednie izotopowe przypo-
rzagdkowane automatycznie przez oprogramowanie poddano manualnej ocenie i korekcji jesli
ta byla konieczna. Nast¢pnie eksportowano mapy cieplne obrazujgce roznice w wymianie 1zo-
topowej pomigdzy stanami dla poszczegdlnych biatek. Dalszg analiz¢ danych prowadzono przy

uzyciu oprogramowania HaDeX [203].
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4.1 OTRZYMYWANIE KONSTRUKTOW CDNA

Pierwszym etapem w przygotowaniu konstruktow byta amplifikacja insertow zawiera-
jacych cDNA nesfatyn. W tym celu jako matryce wykorzystano wektor pQE-80L-HRV3C za-
wierajacy cDNA bialek pelnej dlugosci, tj. hNucb2 1 gNucb2 (Rozdzial 3.1.2.2). Powyzsze
wektory zostaly otrzymane dzigki uprzejmosci dr inz. Dominiki Bystranowskiej oraz mgr inz.
Anny Skorupskiej. PCR (Rozdzial 3.2.2) prowadzono wykorzystujac oligonukleotydy wpro-
wadzajace miejsca restrykcyjne Sacl oraz HindIII oraz kodon STOP (Rozdzial 3.1.2.1). Otrzy-
mane produkty po amplifikacji oczyszczano nastepnie za pomocg zestawu Clean-up (Rozdzial
3.2.2). Dlugos¢ produktéw PCR analizowano za pomocg elektroforezy w zelu agarozowym
(Rozdzial 3.1.4.2), ktorej wyniki przedstawiono na Rys. 4.1A. Przyblizona dtugos$¢ otrzyma-
nych produktow wynosita: 259 pz (gN1); 258 pz (gN2); 524 pz (gN1/2); 277 pz (hN1); 279 pz
(hN2); 520 pz (hN1/2). Nastepnie inserty poddawano trawieniu endonukleazami restrykcyjnymi

Sacl oraz HindIII (Rozdzial 3.2.2), po czym ponownie oczyszczano je zestawem Clean-up. Diugos¢
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Rys. 4.1 Analiza elektroforetyczna produktéw PCR i trawienia insertow
(A) Rozdziat elektroforetyczny produktéw PCR po amplifikacji cDNA nesfatyn. (B) Rozdziat elektroforetyczny
produktow trawienia insertow endonukleazami restrykcyjnymi. Oznaczenia poszczeg6dlnych $ciezek: 100bp — stan-
dard DNA GeneRuler 100bp (Rozdziat 3.1.4.7); MR — standard DNA Fast Ruler Middle Range (Rozdziat 3.1.4.7);
K — reakcje kontrolne.
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Rys. 4.2 Analiza elektroforetyczna produktéw PCR kolonijnej

Rozdzialy elektroforetyczne probek po PCR kolonijnej (A) ludzkich homologéw i (B) kurzych homologéw nesfa-
tyn. Oznaczenia poszczegdlnych $ciezek: 1kb — standard DNA GeneRuler 1kb (Rozdziat 3.1.4.7); 1-3 numery
kolonii bakteryjnych wykorzystanych do PCR.

produktéw po trawieniu endonukleazami analizowano za pomocg elektroforezy w zelu agarozowym,
ktorej wyniki przedstawiono na Rys. 4.1B. Estymowana dtugo$¢ fragmentow po trawieniu wynosita:
232 pz (gN1); 213 pz (gN2); 468 pz (gN1/2); 229 pz (hN1); 217 pz (hN2); 471 pz (hN1/2). Nastepnie
inserty po trawieniu ligowano ze zlinearyzowanym wektorem pQE-80L-HRV3C z trzykrotnym nad-
miarem molowym insertu nad wektorem (Rozdzial 3.2.2). Mieszaning po ligacji transformowano
komorki kompetentne E. coli szczepu OneShot™ TOP10 (Rozdzial 3.2.2). Kolonie zawierajace po-
zadany insert identyfikowano metodg kolonijnej PCR (Rozdzial 3.2.2). Dlugosci produktéw po PCR
kolonijnym analizowano przez elektroforeze w zelu agarozowym, ktorej wyniki przedstawiono na
Rys. 4.2. Estymowana dtugos$¢ produktow PCR kolonijnej wynosita okoto: 392 pz (gN1); 371 pz
(gN2); 574 pz (gN1/2); 371 pz (hN1); 390 pz (hN2); 618 pz (hN1/2). Na podstawie wynikow elek-
troforezy do zaszczepienia 100 ml podtoza ptynnego TB wybrano kolonie nr 2 dla wszystkich homo-
logow nesfatyn (Rozdzial 3.2.2). Nastepnie z otrzymanych hodowli izolowano plazmidowe DNA
przy uzyciu zestawu NucleoBond® (Rozdzial 3.2.2). Zgodno$é sekwencji potwierdzano nastepnie

poprzez sekwencjonowanie metodg Sangera (Genomed, Polska; Rozdzial 3.2.2).

X 4

Q 4.2 OTRZYMYWANIE | OCZYSZCZANIE REKOMBINOWANYCH NESFATYN

Otrzymanymi konstruktami pQE-80L-HRV3C zawierajacymi cDNA nesfatyn (Roz-
dzial 4.1) transformowano komorki E. coli szczepu B121(DE3) plysS (Rozdzial 3.2.3.1). Ana-
liza rozpuszczalnosci rekombinowanych homologow kurzej 1 ludzkiej N1/2 zostata wykonana
w ramach pracy magisterskiej autora [204] oraz mgr inz. Karoliny Btaszczak [205]. Oba ho-
mologi N1/2 zostaty zidentyfikowane jako bialka rozpuszczalne [204,205]. Ekstrakty bakte-

ryjne przygotowywano do oczyszczania zgodnie z procedura opisang w Rozdziale 3.2.3.2.
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Wszystkie rekombinowane biatka po ekspresji zawieraty w swojej sekwencji znacznik 6-histy-
dylowy oraz miejsce rozpoznawane przez proteaz¢ HRV3C, ktoére umozliwialo usunigcie
znacznika na pdzniejszym etapie oczyszczania (Rozdzial 3.2.3.2). W przypadku homologow
N2 oraz N1/2 stosowano stezenie imidazolu w buforze ptuczagcym rowne 20 mM jak w przy-
padku rekombinowanych homologéw N1/2 ekspresjonowanych z niezmodytfikowanego wek-

tora pQE-80L [204,205].

I 4.2.1 Oczyszczanie ludzkich i kurzych homologow N1 i N2

Pierwszym etapem procedury oczyszczania nesfatyn metoda chromatografii metalopo-
winowactwa (IMAC, ang. immobilized metal affinity chromatography). W przypadku ludzkich
1 kurzych homologoéw N1 stezenie imidazolu w buforze pluczacym byto optymalizowane me-
toda grawitacyjna dla ekstraktu przygotowanego z 1 1 hodowli (Rozdzial 3.2.3.2). Analiza uzy-
skanych profili elucji (Rys. S1) oraz SDS-PAGE (wyniki nie pokazane) wykazaly, iz zastoso-
wanie imidazolu w st¢zeniu 35 mM daje najwigkszg intensywno$¢ A280 w szczycie we frak-
cjach po elucji oraz skutkuje najmniejszymi stratami biatka podstawowego podczas zwalniania

czasteczek niespecyficznie zwigzanych ze ztozem.

4.2.1.1 Oczyszczanie hN1igN1

Typowy profil elucji hN1 i gN1 ze ztoza Ni-NTA po optymalizacji i zwigkszeniu skali
oczyszczania (Rozdzial 3.2.3.2) przedstawiono na Rys. 4.3A oraz Rys. 4.4A. Widoczne sg na
nim dwa szczyty. Pierwszy odpowiada biatkom zwolnionym ze ztoza po przeptukaniu go bu-
forem zawierajacym imidazol w st¢zeniu 35 mM. Drugi szczyt cechuje si¢ znacznie wigksza
symetrig 1 absorbancjg w szczycie rowng 2,41. Estymowana (przez scatkowanie powierzchni
pod szczytem 1 podzielenie przez masowy wspotczynnik absorpcji) zawarto$¢ biatek we frak-
cjach po elucji wynosi ok. 13,1 mg dla hN1; 34,6 dla gN1. Frakcje E2—5 faczono i1 odsalano na
kolumnie PD10 wedtug zalecen producenta (Rozdzial 3.2.3.2). Nastepnie usuwano znacznik
histydylowy przy pomocy proteazy HRV3C. (Rozdzial 3.2.3.2). Znacznik oddzielano od biatka
podstawowego za pomocg drugiej IMAC, po czym roztwor biatka zageszczano do objetosci
I ml (Rozdzial 3.2.3.2). Nastepnie preparat naktadano na kolumne¢ Superdex 75 Increase
10/300 GL (Rozdzial 3.2.3.2). Typowe profile elucji hN1 i1 gN1 po SEC przedstawiono na Rys.
4.3B i Rys. 4.4B. W przypadku hN1 widoczny jest na nim jeden asymetryczny i nieregularny
szczyt o objetosci elucji (Ve) 11,50 ml oraz maksymalnej absorbcji A280 w szczycie réwnej

1,55. Estymowana zawartos¢ hN1 we frakcjach A7-10 wyniosta 3,8 mg. Profil elucji gN1
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Rys. 4.3 Oczyszczanie hN1
(A) Profil elucji hN1 podczas IMAC. D1-D10 — frakcje zwolnione ze ztoza buforem zawierajgcym 35 mM imi-
dazol, E1-E10 — frakcje zwolnione ze ztoza pod wptywem buforu z 200 mM imidazolem. Kolorem purpurowym
zaznaczono potaczone frakcje; (B) Profil elucji hN1 podczas SEC. Podano wartosci Ve i A280 wybranych szczy-
tow; (C) Analiza SDS-PAGE oczyszczania hN1. M1, M2 — standardy biatkowe odpowiednio: Pierce™ Unstained
Protein MW Marker oraz PageRuler® Broad Range; PT — probka cieczy przed IMAC; FT — probka przesaczu po
zwigzaniu biatek do ztoza Ni-NTA, WO — probka przesaczu po plukaniu ztoza buforem A; D2 — probka po phu-
kaniu ztoza buforem z 35 mM imidazolem; E2—4 — potaczone frakcje po elucji ze ztoza buforem z 200 mM imi-
dazolem; FT2 — przesacz po drugiej IMAC; Z — biatka zwiagzane do ztoza po drugiej IMAC; FO — probka przed
SEC; A7-A10 — frakcje po SEC. Probki standaryzowano na 5 pg hN1.

zawiera natomiast cztery szczyty. Pierwsze trzy cechuja si¢ znikoma absorbancja A280.
Czwarty szczyt o Ve rownej 12,12 ml wykazuje maksymalng wartos¢ A280 rowng 1,57. Esty-
mowana zawarto$¢ gN1 w potaczonych frakcjach (H1-G2) wynosita 3,8 mg. Co ciekawe, pro-
fil elucji hN1 podczas SEC cechowat si¢ znacznie wigkszg symetrig podczas natozenia na ko-
lumne mniejszych ilosci biatka oraz Ve réwng 11,92 ml (Rys. S2A). Podobnie, profil elucji gN1
przy mniejszym stezeniu biatka na kolumnie (dane niepokazane) rowniez cechowat si¢ znacz-
nie wieksza symetrig i Ve rowng 11,88 ml. Analiza SDS-PAGE prébek po oczyszczaniu wi-
docznie wskazuje obecnos¢ hNI1(Rys. 4.3C) i gN1 (Rys. 4.4C) w ekstrakcie komorkowym
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(slady PT). Wyrazna jest réwniez redukcja intensywnos$ci prazka pochodzacego od hN1
po zwigzaniu do zloza w przesaczu ($lady FT). Podczas ptukania ($§lad D2) czg$¢ zanieczysz-
czen zostata zwolniona ze ztoza jednak widoczne byly rowniez straty hN1. Po trawieniu ($lady
Traw.) widoczne bylo zwigkszenie ruchliwosci elektroforetycznej pasma odpowiadajgcego
hNT1 oraz gN1 ijednoczesnie catkowite usuniecie znacznika histydylowego ktoérego rozmyty
prazek rowniez byt obserwowany w zZelu przy okoto 5 kDa ($lad Traw.). Druga IMAC (Roz-
dzial 3.2.3.2) pozwolila na oddzielenie wigkszosci znacznika od hN1 i gN1 ($lady FT2) oraz
proteazy HRV3C, ktora rowniez zawierala znacznik histydylowy. Dodatkowo usuni¢to réwniez

czg$¢ innych zanieczyszczen, ktore pozostaty zwigzane do zloza (poréwnaj slady FT2 1 Z).
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—————————————
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Rys. 4.4 Oczyszczanie gN1

(A) Profil elucji gN1 podczas IMAC. D1-D10 — frakcje zwolnione ze ztoza buforem zawierajacym 35 mM imi-
dazol, E1-E10 — frakcje zwolnione ze ztoza pod wptywem buforu z 200 mM imidazolem. Kolorem purpurowym
zaznaczono potaczone frakcje; (B) Profil elucji gN1 podczas SEC. Podano wartosci Ve i A280 wybranych szczy-
tow; (C) Analiza SDS-PAGE oczyszczania gN1. M2 — standardy biatkowy PageRuler® Broad Range; PT — probka
cieczy przed IMAC; FT — probka przesgczu po zwigzaniu biatek do ztoza Ni-NTA; WO — probka przesaczu po
ptukaniu ztoza buforem A; E2—4 — potaczone frakcje po elucji ze ztoza buforem z 200 mM imidazolem; FT2 —
przesacz po drugiej IMAC; Z — biatka zwigzane do ztoza po drugiej IMAC; FO — probka przed SEC; G1, H1-G2,
A8-A10, G8-10 — potaczone frakcje po SEC. Probki standaryzowano na 5 pg gN1.
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Niewielka ilo$¢ zanieczyszczen obecna byta jednak w probkach po SEC gN1 pochodzacych z
ramienia wstepujacego. Pozostate probki hN1 po SEC (slady A7-A10) oraz gN1 (slady H1-
G2, A8-10, G8-10) charakteryzowaly si¢ MWap, zblizong do teoretycznej (Tab. 3.8) i stop-
niem czystosci wynoszacym 96-98% na podstawie analizy SDS-PAGE, odpowiednim do dal-
szych badan.

Podczas jednej preparacji hN1 i gN1 wykonywano od 2-3 rozdziatow metodg SEC
ostatecznie osiggajac wydajnos$¢ na poziome 1,3-2,5 mg biatka z litra hodowli i stopniu czy-

stosci 96-98%.

4.2.1.2 Oczyszczanie hN2

Podobnie postepowano w przypadku hN2, przy czym podczas IMAC stosowano ste¢ze-
nie imidazolu réwne 20 mM w buforze Al (Rozdzial 3.2.3.2). Typowy profil elucji hN2 pod-
czas IMAC przedstawiono na Rys. 4.5A. Estymowana zawarto$¢ hN2 we frakcjach E2-5 po-
taczonych po IMAC wyniosta 45,4 mg. Profil elucji hN2 po SEC przedstawiono na Rys. 4.5B.
Widoczne s3 na nim trzy szczyty. Pierwszy wykazuje najwigkszg wartos¢ A280 w szczycie
réwng 2,48 1 Ve rowna 8,21 ml, co kontrastuje z wynikami uzyskanymi dla hN1 i gN1. Drugi
szczyt o Ve rownej10,48 ml wykazuje nieregularny rozktad. Trzeci cechuje Ve roéwna 12,66 ml
1 A280 réwna 0,51. Przyblizona zawarto$§¢ hN2 w potaczonych frakcjach A1-3 wyniosta 1,3
mg. Analiza SDS-PAGE przedstawiona na Rys. 4.5C wskazuje, na zmniejszong intensywnos¢
prazka odpowiadajagcemu hN2 w probce przed oczyszczaniem w stosunku do pozostatych ho-
mologow nesfatyn (poréwnaj §lady PT na Rys. 4.3C—Rys. 4.7C). Widoczny jest zanik powyz-
szego pasma po zwigzaniu do ztoza ($lad FT). Analiza SDS-PAGE ujawnila, iz niewielka ilo$¢
biatka podstawowego po inkubacji z proteazg zatrzymuje znacznik histydylowy ($lad Traw.),
co rowniez jest wlasciwoscig obserwowang jedynie dla hN2. Znacznik jest oddzielany od biatka
podstawowego po drugiej IMAC ($lad FT2), przy czym obecne sg straty ze wzgledu na wigza-
nie si¢ hN2 zar6wno ze znacznikiem jak i bez do ztoza (§lad Z). Potaczone probki po SEC ($lad
A1-3) cechuja si¢ MW, zblizong do teoretycznej (Tab. 3.8) oraz stopniem czystosci na po-
ziomie 96%, odpowiednim do dalszych badan. Ekspresja hN2 cechowata si¢ najmniejszg wy-

dajnos$cig na poziomie 0,4 mg z litra hodowli.
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Rys. 4.5 Oczyszczanie hN2

(A) Profil elucji hN2 podczas IMAC. D1-D10 — frakcje zwolnione ze ztoza buforem zawierajacym 20 mM imi-
dazol, E1-E10 — frakcje zwolnione ze ztoza pod wptywem buforu z 200 mM imidazolem. Kolorem purpurowym
zaznaczono potgczone frakcje; (B) Profil elucji hN2 podczas SEC. Podano wartosci Ve i A280 wybranych szczy-
tow; (C) Analiza SDS-PAGE oczyszczania hN2. M1, M2 — standardy biatkowe odpowiednio: Pierce™ Unstained
Protein MW Marker oraz PageRuler® Broad Range; PT — probka cieczy przed IMAC; FT — probka przesaczu po
zwigzaniu biatek do ztoza Ni-NTA; WO — probka przesaczu po plukaniu ztoza buforem A; D4 — probka po phu-
kaniu ztoza buforem z 20 mM imidazolem; E2—4 — potaczone frakcje po elucji ze ztoza buforem z 200 mM imi-
dazolem; FT2 — przesacz po drugiej IMAC; Z — biatka zwigzane do ztoza po drugiej IMAC; F0/1, F0/2 — probki
przed SEC; A1-3, B1-3 — potaczone frakcje po SEC. Probki standaryzowano na 5 pg hN2.

I 4.2.2 Oczyszczanie ludzkich i kurzych homologéw N1/2

Reprezentatywny profil elucji podczas IMAC hN1/2 1 gN1/2 przedstawiono odpowied-
nio na Rys. 4.6A i Rys. 4.7A. Widoczne sg na nich dwa szczyty. Estymowana zawarto$¢ biatka
w potaczonych frakcjach wyniosta 56,5 mg dla hN1/2 1 55,5 mg dla gN1/2. Typowe profile
elucji hN1/2 1 gN1/2 na kolumnie Superdex 75 Increase 10/300 GL przedstawiono na Rys. 4.6B
oraz Rys. 4.7B. Widoczny jest na nich jeden szeroki i nieregularny szczyt o V. réwnej odpo-
wiednio 12,14 ml 1 12,23 ml. Estymowana zawartos¢ hN1/2 i gN1/2 we frakcjach po elucji
wynosita 24,4 mg dla hN1/2 oraz 9,8 mg dla gNI1/2. Profil elucji hN1/2 po SEC
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Rys. 4.6 Oczyszczanie hN1/2

(A) Profil elucji hN1/2 podczas IMAC. D1-D10 — frakcje zwolnione ze ztoza buforem zawierajagcym 20 mM
imidazol, E1-E10 — frakcje zwolnione ze ztoza pod wptywem buforu z 200 mM imidazolem. Kolorem purpuro-
wym zaznaczono potaczone frakcje; (B) Profil elucji hN1/2 podczas SEC; (C) Analiza SDS-PAGE oczyszczania
hN1/2. M2 — standard biatkowy PageRuler® Broad Range; PT — probka cieczy przed IMAC; FT — probka przesa-
czu po zwigzaniu biatek do ztoza Ni-NTA; WO — probka przesaczu po plukaniu ztoza buforem A; D3 — probka
po plukaniu ztoza buforem z 20 mM imidazolem; E2-5 — potaczone frakcje po elucji ze ztoza buforem z 200 mM
imidazolem; FT2 — przesgcz po drugiej IMAC; Z — biatka zwigzane do ztoza po drugiej IMAC; FO — probka przed
SEC; A7-12 frakcje po SEC. Probki standaryzowano na 5 pg hN1/2.

charakteryzowat si¢ znacznie wigksza symetrig przy nizszym stezeniu biatka na kolumnie oraz
Ve rowng 11,48 ml (Rys. S2B). Analiza SDS-PAGE (Rys. 4.6C 1 Rys. 4.7C) wykazata duza
zawarto$¢ hN1/2 1 gN1/2 w ekstrakcie komorkowym ($lady PT) oraz wysoki stopien ich zwig-
zania do ztoza ($lady FT). Ptukanie ztoza buforem z imidazolem w stezeniu 20 mM pozwolito
na usunigcie czgsci zanieczyszczen ($lad D3, Rys. 4.6C). Potaczone frakcje po IMAC ($lady
E2-5) wykazywaly bardzo duzy stopien zagegszczenia i1 oczyszczenia bialek. Druga IMAC po-
zwolila na oddzielenie znacznika od obu biatek ($lady FT2), przy czym hN1/2 oraz gN1/2 na-
wet bez znacznika wykazywaly powinowactwo do ztoza Ni-NTA ($lady Z). Frakcje po SEC
(slad A7-A12, Rys. 4.6C; slady A8-10, B8-10, C8-10, D8-10, Rys. 4.7C) cechowaty si¢ MWy,
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Rys. 4.7 Oczyszczanie gN1/2

(A) Profil elucji gN1/2 podczas IMAC. D1-D10 — frakcje zwolnione ze ztoza buforem zawierajagcym 20 mM
imidazol, E1-E10 — frakcje zwolnione ze ztoza pod wptywem buforu z 200 mM imidazolem. Kolorem purpuro-
wym zaznaczono potaczone frakcje; (B) Profil elucji gN1/2 podczas SEC; (C) Analiza SDS-PAGE oczyszczania
gN1/2. M2 — standard biatkowy PageRuler® Broad Range; PT — probka cieczy przed IMAC; FT — probka przesa-
czu po zwigzaniu biatek do zloza Ni-NTA; WO — probka przesaczu po ptukaniu ztoza buforem A; D3 — probka
po ptukaniu ztoza buforem z 20 mM imidazolem; E2-5 — potaczone frakcje po elucji ze ztoza buforem z 200 mM
imidazolem; FT2 — przesacz po drugiej IMAC; Z — biatka zwigzane do ztoza po drugiej IMAC; FO — probka przed
SEC; A7, A8-10, B8-10, C8-10, D7, D8-10 frakcje po SEC. Probki standaryzowano na 5 pg gN1/2.

zblizong do teoretycznej (Tab. 3.8) i stopniem oczyszczenia na poziome 96-98%, odpowied-
nim do dalszych badan.

Podczas oczyszczania hN1/2 oraz gN1/2 wykonywano 3—4 rozdziaty SEC 1 tym samym

uzyskano wydajnosci preparacji obu biatek na poziomie 8—10 mg z litra hodowli.
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I 4.2.3 Identyfikacja nesfatyn

4.2.3.1 Identyfikacja nesfatyn technikq \Western-blot

Wyniki identyfikacji hN1 oraz hN2 technika Western-blot przedstawiono na Rys. 4.8.
W przypadku obu homologéw obserwowano silny i specyficzny sygnat we frakcjach przed tra-
wieniem. Po usunigciu znacznika przy pomocy proteazy HRV3C nie obserwowano sygnatu
pochodzacego od obu biatek. Obecny byl natomiast sygnat przy ok 24 kDa odpowiadajacy pro-
teazie, ktora rOwniez zawierata znacznik histydylowy na koficu N. Otrzymane wyniki potwier-
dzaja zatem obecno$¢ hN1 oraz hN2 we frakcjach po indukcji ($lad PT) oraz we frakcjach FT,
W4-W6, E1, E2-4, E2-6, jak 1 skuteczne usunigcie znacznika histydylowego z koncowego pre-
paratu.

hN1 B hN2

° 54 i S
WO W W WO P T o 2 NEE WA IR, o waky W

15

10

Rys. 4.8 Identyfikacja ludzkich nesfatyn technikg Western-blot
Wyniki analizy Western-blot (A) hN1 oraz (B) hN2. M1, M2 — standardy biatkowe odpowiednio: Pierce™ Un-
stained Protein MW Marker oraz PageRuler® Broad Range Prestained; PT — probka przed IMAC; FT — probka
przesaczu; WO — probka przesaczu po ptukaniu ztoza buforem A; W4-6 — probka po ptukaniu ztoza buforem z 20
mM imidazolem; E1-4 — probka po elucji ze ztoza buforem z 200 mM imidazolem. FT2 — probka przesaczu po
drugiej IMAC; Z — biatka zwigzane do ztoza po drugiej IMAC; FO — probka przed SEC; A1-3, B1-3 — probki po
SEC.

4.2.3.2 Wyznaczanie mas czgsteczkowych nesfatyn

Wyznaczenie mas czasteczkowych nesfatyn (Rozdzial 3.2.4.4) zlecono Srodowiskowej
Pracowni Spektrometrii Mas Instytutu Biochemii i Biofizyki Polskiej Akademii Nauk (IBB
PAN, Warszawa, Polska). Wyniki pomiaréw masy czasteczkowej przedstawione zostaty na
Rys. 4.9. Wyznaczone masy czgsteczkowe wynosza odpowiednio: 9,947 kDa (hN1); 9,836 kDa
(hN2); 19,654 kDa (hN1/2); 9,942 kDa (gN1) oraz 19,654 kDa (gN1/2). Wyznaczone masy
czasteczkowe wykazuja bardzo dobrg zgodno$¢ z masami teoretycznymi podanymi w Tab. 3.8

1 1r6znig si¢ od nich o 1 lub 3 Da. Nie zaobserwowane rowniez sygnaly przy mniejszych masach
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czasteczkowych wskazujacych na obecno$¢ fragmentdéw biatka. Nie obserwowano takze sy-
gnatow przy wyzszych masach molekularnych wskazujacych na obecno$¢ zanieczyszczen (nie
pokazano). Uzyskane wyniki potwierdzaja zatem tozsamos$¢ i stabilno$¢ otrzymanych biatek.
Ze wzgledu na umiarkowang wydajnos¢ preparacji gN2 (podobnie jak w przypadku hN2) nie-
mozliwe bylo otrzymanie gN2 w ilo$ci pozwalajacej na przeprowadzenie wszystkich badan
analogicznych jak dla homologu ludzkiego (w tym wyznaczenia masy czasteczkowej) przy jed-

noczesnym zachowaniu zatozonych ram czasowych projektu.
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Rys. 4.9 Widma masowe nesfatyn
Widmo masowe (A) hN1; (B) hN2; (C) hN1/2; (D) gN1; (E) gN1/2.

X 4

‘ 4.3 ANALIZY IN SILICO

Analizg in silico IDRs ludzkich i kurzych homologéw nesfatyn prowadzono przy uzyciu
algorytmu PONDR-VLXT (Rozdzial 3.2.5). Przewiduje on nieuporzadkowanie wykorzystujac
sieci neuronalne, ktére porownuja sekwencje aminokwasowa danego biatka do zbioru danych
otrzymanych na podstawie regionow biatek referencyjnych, ktérych brakowato w ich mapach

gestosci elektronowej [180]. Jako metod¢ komplementarng do algorytmu PONDR zastosowano
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algorytm DynaMine (Rozdzial 3.2.5), przewidujacy dynamike szkieletu gtéwnego biatek na
podstawie parametru S?, ktéry obliczany jest na podstawie bazy danych przesunie¢ chemicz-
nych biatek z badan NMR [181]. Parametr S? jest zalezny od sekwencji i jest on miarg swobody
rotacyjnej wektora wigzania N-H. Jego wartosci powyzej 0,8 wskazujg na region o stabilne;j
(uporzadkowanej) strukturze podczas gdy wartosci ponizej 0,69 wskazuja na obecnos¢ regionu
o wysokiej elastycznosci, charakterystycznej dla IDRs. Wartoéci S* w zakresie 0,69—0,8 mozna

rozpatrywac jako region o przejsciowej dynamice [182].

I 4.3.1 Przewidywania IDRs nesfatyn

4.3.1.1 Przewidywania IDRs w obrebie ludzkich nesfatyn

Wyniki analizy in silico ludzkich nesfatyn przedstawione zostaty na Rys. 4.10. Analiza
sekwencji hN1/2 algorytmem PONDR (Rys. 4.10A) wykazala istnienie trzech regionow o cha-
rakterze IDRs powyzej progowej wartosci (0,5) stopnia nieuporzagdkowania dla reszt amino-
kwasowych: 1-6; 55-100 1 165-167. Odpowiada to zawarto$ci struktur nieuporzadkowanych
na poziomie 33%. Struktura hN1/2 pomiedzy 7-54 1 101-164 reszta aminokwasowg zostata
natomiast scharakteryzowano jako uporzadkowane. W zwigzku z powyzszym struktura hN1/2
jest przewidywana jako ,,mozaikowata” wedlug algorytmu PONDR. Algorytm DynaMine
wskazat dwa krotkie regiony na obu koncach hN1/2 (Rys. 4.10B) jako IDRs. Struktura upo-
rzadkowana zostata przewidziana w sekwencji pomiedzy resztami aminokwasowymi 33-61
oraz 83—103. Cata pozostata sekwencja znajduje si¢ gldéwnie w rejonie odpowiadajacym struk-
turze o dynamice przejsciowej. Podobnie jak w przypadku przewidywan opisanych dla hN1/2,
trzy regiony w sekwencji hN1 (Rys. 4.10C) zostalty wyrdznione jako IDRs przez algorytm
PONDR. Mianowicie byty to regiony pomigdzy resztami aminokwasowymi: 1-7; 55-75 1 84—
85. Odpowiada to udziatowi IDRs w strukturze hN1 na poziomie 35%. Struktura hN1 pomig-
dzy resztami aminokwasowymi 8—54 oraz 76—73 zostata przewidziana jako uporzadkowana. Z
drugiej strony algorytm DynaMine ponownie wyr6znit jedynie krotkie fragmenty na obu kon-
cach hN1 jako IDRs. Struktura uporzadkowana zostata przypisana sekwencji pomi¢dzy 33-62
reszta aminokwasowa. Pozostala cze§¢ sekwencji znajduje si¢ w rejonie odpowiadajacej dyna-
mice przejsciowe]. Z kolei w strukturze hN2 (Rys. 4.10C) dwa regiony pomigdzy resztami ami-
nokwasowymi: 1-16 1 81-83 zostaty przewidziane jako IDRs przy pomocy algorytmu PONDR.
Odpowiada to zawarto$ci IDRs w strukturze hN2 na poziomie 23%. Przewidywania wykonane
algorytmem DynaMine (Rys. 4.10D) ponownie wskazuja krotkie regiony obu koncow hN2 jako
IDRs. Sekwencja pomiedzy 11-19 oraz 50-55 reszta aminokwasowg zostata przyporzadko-

wana do regionu o strukturze uporzadkowanej. Pozostala czgs¢ sekwencji aminokwasowej hN2
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Rys. 4.10 Przewidywania IDRs ludzkich nesfatyn

(A) Wyniki przewidywania regionow IDRs w hN1 (czarna linia) oraz hN2 (czerwona linia) algorytmem PONDR
na podstawie ich struktury pierwszorzedowej. (B) Przewidywanie dynamika tancucha gtownego hN1 (czarna li-
nia) oraz hN2 (czerwona linia) przy pomocy algorytmu DynaMine. (C) Przewidywanie IDRs hN1/2 algorytmem
PONDR. (D) Przewidywanie dynamiki tancucha gléwnego hN1/2 algorytmem DynaMine. (E) Wykres
Uversky’ego sporzadzonych przy pomocy bazy biatek uporzadkowanych (ciemnoszare punkty) oraz nieuporzad-
kowanych (jasnoszare punkty). Czarng linig oznaczono granice pomiedzy dwoma formami biatek. Nesfatyny
przedstawiono jako romby w kolorze: czarnym (hN1); czerwonym (hN2); niebieskim (hN1/2).

znajduje si¢ w rejonie o dynamice przej$ciowej. Z kolei wedtug wykresu Uversky’ego wszyst-

kie ludzkie nesfatyny znalazty po stronie IPDs, co jednak warte podkreslenia s3 one

Strona 77 z 182



4. Wzniki

zlokalizowane w poblizu granicy rozdzielajacej IDPs oraz biatka globularne (Rys. 4.10E). W
zawigzku z tym pomimo, iz analiza wykresu Uversky’ego wskazuje na przynalezno$¢ ludzkich
nesfatyn do rodziny IDPs, podczas gdy wyniki predykcji algorytméw PONDR i1 DynaMine
przeciwnie, wszystkie wyniki zdaja si¢ wskazywac na mocng zalezno$¢ struktury biatek od ich
mikrootoczenia. W istocie byta to cecha obserwowana w wynikach wszystkich przeprowadzo-

nych eksperymentow.

4.3.1.2 Przewidywania IDRs kurzych nesfatyn

Wyniki analizy in silico kurzych nesfatyn zostaty przedstawione na Rys. 4.11. Podobnie
jak w przypadku hN1/2 (Rozdzial 4.3.1.1), w sekwencji gN1/2 zidentyfikowane zostaty 3 re-
giony jako potencjalne IDRs (Rys. 4.11A) przez algorytm PONDR pomiedzy: 1-9; 52-101
1 165167 reszta aminokwasowa. W sumie, 36% struktury gN1/2 przewidywane jest jako IDRs.
Regiony przewidziane jako ustrukturyzowane obejmowaty reszty aminokwasowe 10-511 102—
164. Wyniki przewidywan DynaMine (Rys. 4.11B) wskazuja dwa regiony jako ustrukturyzo-
wane, tj. 33—62 179-99. Pozostata cze$¢ sekwencji lezy w rejonie dynamiki przejsciowe;.
W przypadku gN1 algorytm PONDR wyrdznil trzy regiony pomigdzy resztami aminokwaso-
wymi 1-9, 52-74, 84-86 jako potencjalne IDRs (Rys. 4.11C). Zatem tacznie 41% struktury
gN1 jest przewidywane jako IDRs. Regiony ustrukturyzowane obejmuja natomiast sekwencje
pomiedzy 10-51 1 75-83 reszta aminokwasowa. Algorytm DynaMine wskazuje natomiast rejon
pomiedzy 7-10 1 33-62 reszta aminokwasowg jako uporzadkowany (Rys. 4.11D). Pozostata
cze$¢ sekwencji gN1 lezy w rejonie o dynamice przej$ciowej. Z kolei w sekwencji hN2 algo-
rytm PONDR wyro6znit trzy regiony jako potencjalne IDRs, tj. pomigdzy 1-17, 81-83 reszta
aminokwasowg (Rys. 4.11C). Lacznie, 25% struktury hN2 jest przewidywane jako nieustruk-
turyzowane. Z kolei dwa regiony zostaty zakwalifikowane na podstawie wartosci parametru S*
jako uporzadkowane, tj. pomigdzy 5—15 1 50-55 reszta aminokwasowa (Rys. 4.11D). Reszta
sekwencji znajduje si¢ w regionie przejsciowej dynamiki strukturalnej. Kurze nesfatyny (po-
dobnie jak homologi ludzkie) znajduja si¢ po stronie IDPs na wykresie Uversky’ego blisko linii
granicznej (Rys. 4.11E). Wyniki przewidywan, cho¢ ponownie pozornie sprzeczne, zdawaty

si¢ wskazywac¢ na wysoka zaleznos¢. struktury biatek od ich mikrootoczenia
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Rys. 4.11 Przewidywania IDRs kurzych nesfatyn

(A) Wyniki przewidywania regionow IDRs w gN1 (czarna linia) oraz gN2 (czerwona linia) algorytmem PONDR
na podstawie ich struktury pierwszorzgdowej. (B) Przewidywanie dynamika tancucha gtéwnego gN1 (czarna li-
nia) oraz gN2 (czerwona linia) przy pomocy algorytmu DynaMine. (C) Przewidywanie IDRs hN1/2 algorytmem
PONDR. (D) Przewidywanie dynamiki tancucha glownego gN1/2 algorytmem DynaMine. (E) Wykres
Uversky’ego sporzadzonych przy pomocy bazy biatek uporzadkowanych (ciemnoszare punkty) oraz nieuporzad-
kowanych (jasnoszare punkty). Czarng linig oznaczono granicg¢ pomigdzy dwoma formami biatek. Nesfatyny
przedstawiono jako romby w kolorze: czarnym (gN1); czerwonym (gN2); niebieskim (gN1/2).
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I 4.3.2 Przewidywania struktury trzeciorzedowej nesfatyn

Wyniki przewidywan i modelowania struktury trzeciorzedowej ludzkich nesfatyn za po-
mocg programéw [-TASSER [184], AlphaFold [186] oraz Modeller [187] (Rozdzial 3.2.5) zo-
staly przedstawione na Rys. 4.12, Rys. 4.13, Rys. 4.14, Rys. 4.15. Otrzymany przy pomocy I-
TASSER model strukturalny hN1 (Rys. 4.12A, Rys. 4.13A) cechuje si¢ duzg zawartoscia a-
helis (pomigdzy 9-12, 2942, 49-58 1 65—79 reszta aminokwasowg) o lacznej zawartosci bli-
skiej 50%. Dodatkowo obecne sg liczne petle/zwroty. Model hN1 wygenerowany przy pomocy
AlphaFold (Rys. 4.12B, Rys. 4.13B) zawiera 58% a-helis (pomig¢dzy 31-47,49-57, 60-74, 77—
85 reszta aminokwasow3a). Dodatkowo obecna jest silnie wydhuzona petla pomiedzy 1-30
reszta aminokwasowa, ktora powinna zosta¢ poddana relaksacji. Co ciekawe, takie petle w mo-

delach AlphaFold o niskiej wartosci parametru pLDDT czesto wskazujg na obecno$¢ regionow

IDRs [206]. Z kolei model apo-hN1 wykonany w programie Modeller (Rys. 4.12C) zawiera
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Rys. 4.12 Modele strukturalne apo-hN1
Model strukturalny apo-hN1 wygenerowany przy pomocy (A) I-TASSER; (B) AlphaFold; (C) Modeller. (D)
Widma CD wygenerowane na podstawie przedstawionych modeli wraz z ich NRMSD wzgledem widma ekspe-
rymentalnego (kolor niebieski). Biatka byty modelowane wraz z aminokwasami pochodzacymi z wektora.
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Rys. 4.13 Modele strukturalne holo-hN1
Model strukturalny holo-hN1 wygenerowany przy pomocy (A) I-TASSER; (B) AlphaFold; (C) Modeller. (D)
Widma CD wygenerowane na podstawie przedstawionych modeli wraz z ich NRMSD wzgledem widma ekspe-
rymentalnego (kolor niebieski). Biatka byly modelowane wraz z aminokwasami pochodzacymi z wektora.

gléwnie petle oraz szczatkowe ilosci nici B (zawartos¢ okoto 9%, pomigdzy 7376, 82—-85
reszta aminokwasowa, tworzacymi zakret ) 1 krotkie a-helisy (zawartos¢ okoto 8%, pomiedzy
18-21, 68—70 reszta aminokwasowa). Model holo-hN1 wykonany w programie Modeller (Rys.
4.13C) zawiera natomiast dwie nici § (zawarto$¢ okoto 14%, pomiedzy 37-43, 48-54 resztg
aminokwasowa) tworzace prawostronnie zgieta harmonijke¢ . Ze wzgledu na obecnos$¢ tej
struktury w przewidzianym motywie wiazacym HFREX H 1 przestrzenne oddalenie reszty
Glu53, miejsce wigzace Zn(II) tworzone jest przez reszty: His50, Lys70, His77 oraz czasteczki
wody. Kompleks ma geometri¢ pryzmy trygonalnej. W strukturze obecne sg dodatkowo a-he-
lisy (zawarto$¢ 14%, pomigdzy 22-25 1 67-74 reszta aminokwasowa). Reszte struktury tworza
liczne petle. Wygenerowane przy pomocy algorytmu SESCA (Rozdzial 3.2.5) widma dichroi-
zmu kotowego powyzszych modeli w porownaniu do widm eksperymentalnych stanow apo- 1

holo-hN1 przedstawiono na Rys. 4.12D oraz Rys. 4.13D. Wygenerowane in silico na podstawie
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Rys. 4.14 Modele strukturalne hN2
Model strukturalny hN2 wygenerowany przy pomocy (A) I-TASSER; (B) AlphaFold; (C) Modeller. (D) Widma
CD wygenerowane na podstawie przedstawionych modeli wraz z ich NRMSD wzgledem widma eksperymental-
nego (kolor niebieski). Biatka byly modelowane wraz z aminokwasami pochodzacymi z wektora.

modeli I-TASSER oraz AlphaFold widma dichroizmu kotowego wykazuja NRMSD w sto-
sunku do eksperymentalnego widma stanu apo- rowne 1,551 1,29, podczas gdy w poréwnaniu
do stanu holo- wynosi ono 0,892 1 0,729. Wydaje si¢ to wskazywacé na znaczne odstepstwa tych
struktur od rzeczywistego uktadu. Z drugiej strony NRMSD struktur wykonanych w programie
Modeller wynosi 0,241 dla stanu apo oraz 0,265 dla stanu holo. Powyzsze wyniki sugeruja, iz
struktury te najlepiej opisuja dany uktad sposrod wygenerowanych modeli. Warto jednak za-
znaczy¢, iz mozliwe jest istnienie kliku topologii dajacych podobne widmo dichroizmu koto-
wego.

Struktura trzeciorzegdowa hN2 wygenerowana przez [-TASSER (Rys. 4.14A) wykazuje
cylindryczny 1 wydluzony ksztalt. Obecne sg a-helisy pomigdzy 2-35, 37-40, 47-50, 55-70
1 73-80 reszta aminokwasowa, co przektada si¢ na ich zawarto$¢ rowna 80%. Podobne wyniki

uzyskano przy pomocy AlphaFold (Rys. 4.14B). W tym wypadku zawarto$¢ a-helis wyniosta
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78% (ktore zlokalizowane sg pomiedzy 2-24, 28-35, 48—-81 reszta aminokwasowg). Z kolei
model hN2 wygenerowany przy pomocy programu Modeller (Rys. 4.14C) zawiera znacznie
mniej a-helis, okoto 23% (pomiedzy 9—16, 2838 reszta aminokwasowa). Obecne sg rowniez
petle, z ktérych najdtuzsza (pomiedzy 39-83 reszta aminokwasowg) jest mocno wysunieta w
stosunku do a-helis. Porownanie widm wygenerowanych in silico na podstawie powyzszych
modeli do widma eksperymentalnego hN2 wskazuje, iz najmniejsze NRMSD otrzymano dla
modelu otrzymanego przez program Modeller (0,172). Duze wartosci NRMSD odnotowano
natomiast dla modeli hN2 otrzymanych przy pomocy I-TASSER (1,36) oraz AlphaFold (1,05).
Ponownie zatem to model otrzymany przy pomocy programu Modeller wydaje si¢ najlepie;j

opisywac struktur¢ hN2.

Model hN1/2 wygenerowany przy pomocy I-TASSER przedstawiono na Rys. 4.15A.
Wykazuje on cylindryczng budowe, podobng do wiokien kolagenowych [207]. W zwiazku
z tym glowny element struktury drugorzedowej modelu stanowig a-helisy, ktére znajduja si¢
pomiedzy 18-20, 2641, 4661, 64—66, 68—116, 121-124, 126129, 131-150 1 154-163 reszta
aminokwasowa. Odpowiada to zawartosci a-helis na poziomie 69%. Model hN1/2 wygenero-
wany przy pomocy AlphaFold (Rys. 4.15B) rowniez cechuje si¢ wysokim udziatem a-helis
(62%; pomiedzy 35-47, 49-57, 60—65, 68-74, 77-104, 112—118, 132—-165 reszta aminokwa-
sowg). Ponadto, wydaje si¢ on by¢ ztozeniem struktur izolowanych hN1 (Rys. 4.12B) oraz hN2
(Rys. 4.14B). Model hN1/2 otrzymany przy pomocy programu Modeller (Rys. 4.15C) zawiera
z kolei 29% a-helis (pomiedzy 62-65, 68—70, 73-96, 121-141 reszta aminokwasowa). Jego
struktura przypomina pre-stopiong globule z przeplatajacymi si¢ fragmentami IDR oraz upo-
rzadkowanymi. W odniesieniu do eksperymentalnego widma dichroizmu kotowego widmo
hN1/2 otrzymane na podstawie modelu wygenerowanego przy pomocy programu Modeller po-
nownie cechuje si¢ najmniejszg wartoscig NRMSD (0,133; Rys. 4.15D). Widma modeli otrzy-
manych przy pomocy I-TASSER oraz AlphaFold wykazujg znacznie wigksze wartosci NRMSD
wynoszace odpowiednio 0,871 oraz 0,524 (Rys. 4.15D).
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Rys. 4.15 Model struktury trzeciorzedowej hN1/2
Model strukturalny hN1/2 wygenerowany przy pomocy (A) I-TASSER; (B) AlphaFold; (C) Modeller. (D) Widma
CD wygenerowane na podstawie przedstawionych modeli wraz z ich NRMSD wzgledem widma eksperymental-
nego (kolor niebieski). Kolorem z6tto-zielonym oznaczono miejsce rozpoznawane przez PCs. Biatka byty mode-
lowane wraz z aminokwasami pochodzacymi z wektora.

Ze wzgledu na wysoka homologi¢ sekwencji kurzych i ludzkich nesfatyn (a co za tym
idzie 1 generowanych na podstawie ich sekwencji struktur) na Rys. 4.16 przedstawiono modele
strukturalne kurzych nesfatyn wygenerowane przy pomocy programu I-TASSER, w ktorych
wystepuja subtelne roznice. Podobnie jak w przypadku ludzkiego homologu, model gN1 (Rys.
4.16A) rowniez cechuje si¢ wysoka zawartoscig a-helis pomigdzy 28-30, 34-36, 4047, 49—
64, 67-69, 71-81 reszta aminokwasowg. Zawarto$¢ tych struktur wynosi 51%. Model struktu-
ralny gN2 (Rys. 4.16B) wykazuje z kolei wydluzong i cylindryczng budowe. Obecne sg trzy
regiony zawierajgce a-helisy pomigdzy 3—11, 1740 1 4677 reszta aminokwasowa. Udzial a-
helis w strukturze gN2 wynosi 78%. Otrzymany model gN1/2 (Rys. 4.16C) rowniez wykazuje
wydtuzong i cylindryczng budowg, jednak w mniejszym stopniu przypominajacg wtokna kola-
genowe (Rys. 4.15A) a bardziej model hN1/2 otrzymany przy pomocy programu Modeller
(Rys. 4.15C). Model gN1/2 w mniejszym stopniu przypomina tez wynik prostego ztozenia
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Rys. 4.16 Modele struktury trzeciorzedowej kurzych nesfatyn
Model (A) gN1; (B) gN2; (C) gN1/2 wygenerowane przy pomocy I-TASSER. (D) Widma CD wygenerowane na
podstawie przedstawionych modeli wraz z ich NRMSD wzgledem widma eksperymentalnego (linia przerywana).

struktur gN1 1 gN2. W modelu obecne sg natomiast a-helisy pomiedzy 42—-60, 69—-86, 101-103
1 136-153 reszta aminokwasowg. Zatem w sumie 35% struktury drugorzedowej gN1/2 w mo-
delu wystepuje jako a-helisy. Poréwnanie wygenerowanych in silico widm dichroizmu koto-
wego do eksperymentalnych wskazuje, iz najwigksze NRMSD cechuje widmo otrzymane na
podstawie modelu gN1 (1,44; Rys. 4.16D). Z drugiej strony widmo otrzymane na podstawie
modelu gN1/2 cechuje si¢ najmniejszym NRMSD (0,220; Rys. 4.16D). Dodatkowo warto row-
niez zaznaczy¢, iz jest to najmniejsza ogotem wartos¢ NRMSD dla widma otrzymanego na
podstawie modeli wygenerowanych przez I-TASSER. W celu dalszego zmniejszenia NRMSD

1 lepszego opisu struktury gN1/2 otrzymany model nalezaloby podda¢ dalszemu doskonaleniu.

Otrzymane modele wydaja si¢ po czesci thumaczy¢ uzyskane w dalszej czgsci pracy
wyniki eksperymentalne, tj.: nieuporzadkowana strukturg N1, ktora pod wptywem jonow Zn(II)
ulega ustrukturyzowaniu; mozaikowatg strukturg hN2; oraz N1/2 ktorej struktura 1 whasciwosci

nie sg prostg sumg wlasciwosci odnotowanych dla N1 oraz N2.
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&

Q 4.4 SPEKTROSKOPIA DICHROIZMU KOLOWEGO

W zaleznosci od udzialu poszczeg6lnych struktur drugorzedowych w strukturze biatka
obserwuje si¢ charakterystyczny przebieg widm dichroizmu kotowego (CD, ang. circular di-
chroism). 1 tak jesli biatko cechuje wysoki udzial a-helis w strukturze woéwczas typowo obser-
wuje si¢ obecno$¢ dwoch maksimoéw ujemnych przy 208 nm i 222 nm oraz obecno$¢ maksi-
mum dodatniego przy 193 nm. W przypadku duzego udzialu antyrownolegtych p-kartek
w strukturze biatka widmo CD cechuje obecnos$¢ jednego maksimum ujemnego przy 218 nm
1 jednego dodatniego maksimum przy 195 nm. Wreszcie widma CD bialek inherentnie nieupo-
rzadkowanych wykazujg obecnos¢ jednego maksimum ujemnego przy okoto 195 nm i szczat-
kowy sygnat powyzej 210 nm [192,208]. Z tego powodu na podstawie widma CD danego biatka
mozliwe jest okre$lenie udzialu poszczegodlnych form struktury drugorzedowej. W zwigzku
ztym zjawisko CD jest powszechnie wykorzystywane w badaniach strukturalnych bialtek
[30,192,208]. Dodatkowo technika ta umozliwia wykonanie pomiarow w roztworze w warun-

kach zblizonych do natywnych.

I 4.4.1 Analiza struktury drugorzedowej nesfatyn w warunkach natywnych

4.4.1.1 Analiza struktury drugorzedowej nesfatyn w nieobecnosci jonéw metali dwuwartosciowych

Widma CD nesfatyn w nieobecnosci jondw metali (Rozdzial 3.2.6.1) byly rejestrowane
w celu estymacji udzialu poszczeg6lnych struktur drugorzgdowych oraz odniesieniu tych wy-
nikow do wykonanych przewidywan in silico (Rozdzial 4.3). Otrzymane widma ludzkich ne-
sfatyn przedstawiono na Rys. 4.17. W widmie CD hN1 (Rys. 4.17A) wyr6zni¢ mozna jedno
silne maksimum ujemne przy 200 nm, charakterystyczne dla biatek o duzej zawartosci IDRs
[30]. Dekonwolucja widm CD (Tab. 4.1) przy pomocy programu CDPro rowniez na to wska-
zuje. Estymowana zawarto$¢ IDRs w strukturze hN1 wyniosta 57% + 10%. Wysoka byta row-
niez zawarto$¢ f-kartek, ktora wyniosta 23% + 12%. Widma hN2 (Rys. 4.17B) oraz hN1/2
(Rys. 4.17C) cechowaly si¢ natomiast zupelnie odmiennym przebiegiem. Widma obu biatek
wykazujg obecnos¢ dwoch maksimow ujemnych; przy 208 nm 1 mniej intensywnym przy 222
nm. Obecnos¢ powyzszych maksimow ujemnych jest cechg charakterystyczng bialek o wyso-
kiej zawarto$ci a-helis [30]. Potwierdzaja to dodatkowo wyniki dekonowolucji widm progra-
mem CDPRo. Zaré6wno hN2 jak 1 hN1/2 cechowat wysoki udziat a-helis na poziomie 48% =+

10% oraz 45,2% = 0,4%. Istotny udzial w strukturze drugorzedowej hN2 1 hN1/2 miaty réwniez
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Rys. 4.17 Widma CD ludzkich nesfatyn

Widmo CD (A) hN1; (B) hN2; (C) hN1/2; (D) rownomolowej mieszaniny hN1 i hN2 (czerwona linia), algebra-
icznej sumy widm izolowanych hN1 i hN2 (zielona przerywana linia), hN1/2 (niebieska linia). Wstawki u gory
paneli (A)-(C) przedstawiaja $rednig procentowa zawarto$¢ a-helis (H), p-kartek (S), zwrotow (T) i IDRs wraz
z SD, ktore zostaty obliczone dla trzech pomiaréw przy pomocy programu CDPro. Widma w panelach (A)-(C)
przedstawiaja usrednione widma z 3 pomiaréw wraz z SD 0znaczonym szarym kolorem.
IDRs, ktorych udziat wyniost 24% £ 6% (hN2) 1 30% + 2% (hN1/2) oraz zwroty, ktorych udziat
wyniost 22% + 7% (hN2) 1 17% = 1% (hN1/2).

W celu detekcji zmian w widmie CD pod wptywem oddziatywan hN1 1 hN1/2 rejestro-
wano widma rownomolowej mieszaniny hN1 1 hN2 (7,5 uM kazda; hN1+2; Rys. 4.17D).

Widmo to byto niemal tozsame z widmem algebraicznej sumy widm izolowanych peptydow. Z

Tab. 4.1 Wyniki dekonwolucji widm CD ludzkich i kurzych nesfatyn.

Biatko a-helisy (%) B-kartki (%) Zwroty (%) IDRs (%)
hN1 9+2 23+12 11,4+04 57 +10
hN2 48 +10 6+3 22+7 24+6

hN1/2 45,2+0,4 8+3 17+1 302
gN1 10+5 19+4 16,5+0,4 53+3

gN1/2 48 +3 7+3 19+6 27+1

Wyniki przedstawiono jako usredniony (z trzech pomiarow) udziat struktur = SD.
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drugiej strony, oba powyzsze widma nie pokrywaty si¢ z widmem hN1/2 o tym samym stezeniu
molowym. Wykazano zatem, iz izolowane hN1 i hN2 nie s3 zdolne do odtworzenia struktury

drugorzedowej hN1/2.

Widma kurzych homologéw nesfatyn przedstawiono na Rys. 4.18. Podobnie jak
w przypadku ludzkiego homologu, widmo gN1 wykazuje obecno$¢ jednego intensywnego
maksimum ujemnego przy ok. 200 nm (Rys. 4.18A). Jego analiza programem CDPro (Tab.
4.1) wykazata wysoki udziat IDRs w strukturze gN1 na poziomie 53% + 3%. Istotny byt row-
niez udziat f-kartek w strukturze gN1, ktéry wyniost 19% + 4% oraz zwrotOw wynoszacy
16,5% =+ 0,4%. Widmo gN1/2 (Rys. 4.18B) zawieralo z kolei dwa maksima ujemne przy 208
nm i 222 nm. Dekonwolucja widma ponownie wskazata na wysoki udziat a-helis w strukturze
gN1/2, ktory wyniost 48% + 3%. Wysoki udziat w strukturze gN1/2 miaty réwniez IDRs, kto-
rych zawarto$¢ wyniosta 27% =+ 1% oraz zwrotow réwna 19% + 6%. Jak wspomniano w Rozdz.
4.2.3.2 ze wzgledu na niskg wydajno$¢ preparacji gN2 dla tego biatka nie podjeto badan ana-
logicznych jak dla homologu ludzkiego.

Uzyskane wyniki wskazuja na silnie nieuporzadkowang struktur¢ hN1 oraz gN1. Z kolei
struktura drugorzegdowa hN2, hN1/2 oraz gN1/2 wydaje si¢ cechowaé znaczenie wickszym
udziatem (ponad 4,5-krotnym) struktur helikalnych. Co wigcej, wykazano réwniez, iz widmo

hN1/2 nie jest prosta sumg izolowanych hN1 oraz hN2.
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20 20
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g 104 & - g 10 - a,
Z 20 I
; o 5
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Rys. 4.18 Widma CD kurzych nesfatyn
Widmo CD (A) gN1; (B) gN2; (C) gN1/2. Wstawki u gory paneli (A)-(B) przedstawiajg $rednig procentowg za-
wartos$¢ a-helis (H), p-kartek (S), zwrotow (T) i IDRs wraz z SD, ktére zostaty obliczone dla trzech pomiarow
przy pomocy programu CDPro. Widma w panelach (A)-(B) przedstawiajg u$rednione widma z 3 pomiaréw wraz
z SD oznaczonym szarym kolorem.
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4.4.1.2 Analiza zmian struktury drugorzedowej nesfatyn pod wplywem jonow metali
Dotychczas miejsce wigzania jonow Zn(Il) na koncu N (w obrgbie 29-136 reszty ami-
nokwasowej; Rys. 1.3) i jonow Ca(Il) na koncu C (w obrebie 235-306 reszty aminokwasowe;j;

Rys. 1.3) ludzkich i kurzych homologdéw Nucb?2 zostato wykazane przez Skorupska i wsp. [41]

A hN1 B C
T [Zn(I1)]; (uM) 1 e 208 4 m 22
~ 209  — om —o20um, 1,0 =|——Hill Fit ° 1,0 =|——Hill Fit
5 1 —a40pm, ——60pM, . .
E 10 ——8owm ——100uMm, 0,8 = 0,8 -
3 ——— 150 pM, 200 pM, | |
NE J 250 pM, 300 pM, 0,6 = 0,6 =
S 0- ﬁ‘ ——a400uM, ——so0uM | o | |
o 4\ = 0.4 = 04 =
T 4 4
N -10 0,2 = 0,2 =
=
X ] | |
220 - 0,0 < 0,0 <
L r " 15 " 15 " 1 "1 r“"r=r*1r =nr°"il r“"r=r*1r =nr"il
200 210 220 230 240 0 100 200 300 400 500 0 100 200 300 400 500
A (nm) [Zn(I] (LM) [Zn(I] (LM)
D hN2 E F
20 [Zn(I], (M) . ® 208 1 m 222
— — OpM, — 25pM 1,0 = —— Hill Fit 1,0 = —— Hill Fit
= —— 50uM, —— 75 uM 1 1
g 10 + 100 pM, 150 uM 0,8 = 0,8 =
° —— 200 pM - -
o~
£ 0,6 = 0,6 =
;;7 [ E E
> 0,4 0,4
E r r
-y 0,2 = 0,2 =
b | |
® 0,0 0,0
L L L L L 1 | rm "1 " 1 L || | rm "1 " 1
200 210 220 230 240 0 50 100 150 200 0 50 100 150 200
A (nm) [Zn(ID]; (HM) [Zn(ID]; (HM)
G hN1/2 H I
[Zn(I], (M) 1 ® 208 . m 222
_ 20 —opM, ——25uM, 10- o ——Hill Fit 10 = ——Hill Fit
5 ——50 M, ——75 pM, 1 1
£ 104 100 pM, 150 pM, 0,8 0,8 <
° ——200 pM 4 4
E \ 0,6 0.6 -
;.‘) 0 - - o o
> 1! 0,4 = 0,4 =
E o o
o 109 0,2 - 0,2 -
- -
” | |
® 20 - 0,0 - 0,0 -
L L L L 1 rm " 17T " 017 "1 | | L L L
200 210 220 230 240 0 50 100 150 200 0 50 100 150 200
A (nm) [Zn(ID]; (LM) [Zn(ID]; (HM)

Rys. 4.19 Widma CD ludzkich nesfatyn w obecnosci jonéw Zn(ll)
Widma CD (A) hN1; (D) hN2; (G) hN1/2 w obecnosci zmiennego stezenia jonéw Zn(II). (B), (C) Utamek wysy-
cenia (r) hN1 jonami Zn(ll) oraz dopasowanie modelu Hilla do danych. Utamek wysycenia zostat obliczony na
podstawie warto$ci MRE przy 208 nm (okregi) i 222 nm (kwadraty). [Zn(I1)] — stezenie wolnych jonow Zn(II).
(E), (F) Wzgledna zawarto$¢ hN2 w roztworze i dopasowanie modelu Hilla do danych. [Zn(11)]; — catkowite ste-
zenie jondéw Zn(IT) (H), (J) Wzgledna zawarto$¢ hN1/2 w roztworze oraz dopasowanie modelu Hilla do danych.
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oraz Bystranowskg 1 wsp. [46]. Z tego wzgledu badano zachowanie zdolnosci i/lub zmiany
w wigzaniu jonéw Zn(II) w produktach proteolitycznego procesowania konca N ludzkich i ku-
rzych homologdéw biatka petnej dtugosci. Dodatkowo oceniano zdolnos$¢ nesfatyn do oddzialy-
wania z jonami Ca(Il) w celu potwierdzenia ich specyficznego wigzania wytacznie na koncu C

homologdéw Nucb2/nesfatyn.

Otrzymane widma CD kurzych i ludzkich homologéw nesfatyn w obecnosci jondéw
Ca(II) sg identyczne z ich widmami w obecno$ci EDTA (Rys. S4). W zwiazku z tym, jesli jony
Ca(Il) s wigzane przez powyzsze biatka, wowczas proces ten przebiega bez zmian w struktu-

rze drugorzedowe;.

Widma CD nesfatyn w obecnos$ci jonéw Zn(Il) cechowaly si¢ natomiast silnymi zmia-
nami w ich przebiegu w poréwnaniu do widm zarejestrowanych dla stanow apo. Zar6wno
w widmach hN1 (Rys. 4.19A) jak i gN1 (Rys. 4.20A) miareczkowanych jonami Zn(II) nasta-
pito silne, zalezne od stezenia jonéw Zn(Il), przesunigcie maksimum ujemnego przy 200 nm
do 208 nm. Réwnolegle postgpowalo mocne poglebianie si¢ maksimum ujemnego przy 222
nm. Obecny byl jeden punkt izozbestyczny przy okoto 204 nm. Dekonwolucja widm progra-
mem CDPro wykazala, iZ w wyniku przesuni¢cia batochromowego nastapito silne zmniejsze-
nie IDRs (Tab. 4.2) z 73% do 41% dlahN1 1z 67% do 44% dla gN1, przy jednoczesnym zwigk-
szeniu si¢ zawartosci a-helis z 10% do 31% dla hN1 i z 9% do 23% dla gN1. Obserwowane
zmiany byly zatem zwigzane z przejsciem struktury nieuporzadkowanej w uporzadkowang
w sposob zalezny od stezenia jonéw Zn(II). Warto§ci MRE otrzymane przy 208 nm i 222 nm

dla hN1 1 gN1 zostatly nastgpnie wykorzystane do obliczenia utamka wysycenia biatek jonami

Tab. 4.2 Zmiany struktury drugorzedowej ludzkich i kurzych homologéw N1 w obecnosci jonéw Zn(ll)

[Zn()]

(M) a-helisy (%) B-kartki (%) Zwroty (%) IDRs (%)
hN1 gN1 hN1 gN1 hN1 gN1 hN1 gN1

0 10 9 10 14 7 10 73 67
20 17 5 25 5 16 12 42 79
40 19 17 14 15 13 13 55 54
60 22 18 21 17 18 14 38 51
80 25 17 16 8 16 13 42 62
100 23 18 7 12 14 14 56 56
150 28 20 11 15 17 15 44 49
200 32 22 13 20 16 15 38 43
250 32 22 12 14 17 15 39 49
300 32 23 10 19 17 15 41 44
400 35 23 12 17 18 16 34 45
500 31 23 9 18 19 15 41 44
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Rys. 4.20 Widma CD kurzych nesfatyn w obecnosci jonéw Zn(ll)
Widma CD (A) gN1; (D) gN1/2 w obecnos$ci zmiennego stgzenia jonow Zn(lIl). (B), (C) Utamek wysycenia (r)
gN1 jonami Zn(II) oraz dopasowanie modelu Hilla do danych. Utamek wysycenia zostal obliczony na podstawie
warto$ci MRE przy 208 nm (okregi) i 222 nm (kwadraty). [Zn(I1)] — stezenie wolnych jonow Zn(Il). (E), (F)
Wzgledna zawartos¢ gN1/2 w roztworze i dopasowanie modelu Hilla do danych. [Zn(11)]; — catkowite st¢zenie
jonow Zn(II).

Zn(1) 1 przedstawione w funkcji ich stezenia (Rozdzial 3.2.6.1). Dopasowanie krzywoliniowe
danych do modelu Hilla dla hN1 (Rys. 4.19B, Rys. 4.19C) umozliwito estymacj¢ pozorne;j sta-
tej dysocjacji wigzania jonow Zn(II) pomiedzy 69 uM + 7 uM 1 82 + 3 uM. Z kolei dla gN1
wyznaczona pozorna stata dysocjacji znajdowata si¢ pomigdzy 38 uM + 10 uM (Rys. 4.20B)
145 uM £ 5 uM (Rys. 4.20C). Z drugiej strony wyniki uzyskane dla hN2, hN1/2, gN1/2 zna-
czaco roznity si¢ od tych otrzymanych dla homologow N1. W widmach hN2 (Rys. 4.19D),
hN1/2 (Rys. 4.19G) i gN1/2 (Rys. 4.20D) widoczne bylo silne zmniejszenie intensywnosci
w calym zakresie widma, ktore bylo zalezne od st¢zenia jonow Zn(II). Co ciekawe, w widmie
gN1/2 przy stezeniu jonow Zn(Il) rownym 75 uM 1 100 uM dochodzi do wyréwnania si¢ war-
tosci maksimow ujemnych przy 208 nm i1 222 nm, czego nie obserwowano w przypadku hN1/2.
Warto$ci MRE przy 208 nm i 222 nm zostaty zatem wyrazone jako wzgledna zawarto$¢ biatek

w roztworze, ktore nastepnie dopasowywano do modelu Hilla. W ten sposob otrzymano
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stezenie jonow Zn(Il) przy ktérym dochodzi do utraty polowy wartosci widma CD przy 208
nm i/lub 222 nm. Wyniosto ono odpowiednio: 75 uM + 3 uM dla hN2 (Rys. 4.19E, Rys. 4.19F);
90 uM £ 4 uM dla hN1/2 (Rys. 4.19H, Rys. 4.191); 81 uM = 2 uM dla gN1/2 (Rys. 4.20E).
W zwiazku z tym do dalszych eksperymentow stosowano stezenie jonéw Zn(Il) rowne 50 uM
1 odpowiadajace wzglednej zwartosci nesfatyn w roztworze na poziomie 80%. Warto nadmie-
ni¢, iz ze wzgledu na odmienny przebieg danych przy 222 nm (w poréwnaniu do tych uzyska-
nych przy 208 nm) dla gN1/2 nie wykazywaly one tendencji odpowiedniej do dopasowania
do modelu Hilla (Rys. 4.20F).

I 4.4.2 Analiza wplywu jonéw Zn(ll) na stabilnos¢ termiczng nesfatyn
Wyniki pomiaréw CD nesfatyn wykazaty silny wptyw jonow Zn(II) na strukture drugo-

rzedowa. W celu oceny wplywu powyzszych jondw na stabilno$¢ termiczng nesfatyn wyko-

nano pomiary spektroskopowe CD biatek w funkcji temperatury (Rozdzial 3.2.6.2).
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Rys. 4.21 Profile topnienia ludzkich nesfatyn
Profile topnienia hN1 (A, B) i hN1/2 (C, D) mierzone przy pomocy CD i rejestrowane przy 208 nm (A, C) i 222
nm (B, D). Nesfatyny poddawano denaturacji cieplnej w obecnosci EDTA lub Zn(II) w stezeniu opisanym W le-

gendzie kazdego panelu.
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Profile topnienia apo-hN1 oraz apo-gN1 nie wykazywaly istnienia temperatury przej-
scia (Tm), (dane niepokazane). Natomiast profile topnienia uzyskane dla form holo- obu ho-
mologoéw N1 cechowaly si¢ silnymi zmianami w Tm, ktore najprawdopodobniej sg wynikiem
przejscia nieuporzadkowanie-uporzagdkowanie obserwowanego pod wptywem jonow Zn(II)
(Rozdzial 4.4.1.2). Krzywe denaturacji Zn(II)-hN1 rejestrowane przy 208 nm (Rys. 4.22A)
1222 nm (Rys. 4.22B) cechowaly si¢ sigmoidalnym przebiegiem oraz spadkiem wartosci Tm

z 59 °C do 33 °C (Tab. 4.3) w sposob zalezy od stezenia jondéw Zn(II).

Tab. 4.3 Stabilno$¢ temperaturowa ludzkich i kurzych homologéw nesfatyn w obecnosci jonéw Zn(ll)

Biatko Zwigzek Tm przy 208 nm [°C]+ Tm przy 222 nm [°C]+
hN1 (100 uM) Zn(I1) 59+1 48,1+0,9
(300 uM) Zn(l1) 41,2+0,9 39,6 0,2
(500 uM) Zn(I1) 33,6+0,8 33,1+0,2
hN1/2 (5 mM EDTA) 61+1 59,0%0,3
31,8+0,2 36,2+0,1
(50 uM) Zn(Il)
7412 71+ 2
(100 uM) Zn(11) 35%2
n —
! 55+0,9
gN1 (100 uM) Zn(1l) 53+1 51+1
(300 uM) Zn(l1) 52,3+0,6 47,7+0,4
(500 uM) Zn(l1) 45,1+0,9 39,1+0,3
gN1/2 (5 mM EDTA) 58,8+0,7 58,0+0,4
37,0£0,4 39,8+ 0,3
(50 uM) Zn(Il)
69,9+0,7 53+4
25%1 30,5+0,3
(100 uM) Zn(I1)
7112 66 * 2

T Warto$ci wyznaczone jako punkt przegiecia krzywych dopasowanych do danych przy odpowiednich dtugosciach
fal (Rozdziat 3.2.6.2).

Podobnie w przypadku gN1 (Rys. 4.22A, Rys. 4.22B) obserwowano spadek wartosci
Tm z 53 °C do 45-39 °C (Tab. 4.3; zakres wyznaczony na podstawie warto$ci Tm otrzymanych
przez dopasowanie krzywoliniowe profili topnienia przy 208 nm oraz 222 nm). Wyniki otrzy-
mane dla homologéw N1/2 charakteryzowat jeszcze wigkszy spadek wartosci Tm w poroéwna-
niu do homologéw N1 (Tab. 4.3). Otrzymane profile denaturacji homologéw N1/2 w nieobec-
nosci jonow (5 mM EDTA) cechowat sigmoidalny przebieg oraz pojedynczy punkt przej$cia
temperaturowego, ktory wynidst odpowiednio: 59-61 °C dla hN1/2 (Rys. 4.22C, Rys. 4.22D)
oraz 58 °C dla gN1/2 (Rys. 4.22C, Rys. 4.22D). Przebieg profili denaturacji homologéw holo-
N1/2 znaczaco odbiegal od wynikow uzyskanych dla form apo-. Obecne byly dwa punkty
przejscia temperaturowego: pierwszy wykazujacy spadek wzgledem stanu apo- do wartosci

32-36 °C w przypadku hN1/2 i do 25-29 °C dla gN1/2, drugi punkt Tm cechowata natomiast
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stabilniejsza wartos¢ Tm w zakresie stosowanego zakresu st¢zen jonoéw Zn(Il), ktora oscylo-

wala wokot 70 °C.
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Rys. 4.22 Profile topnienia kurzych nesfatyn
Profile topnienia gN1 (A, B) i gN1/2 (C, D) mierzone przy pomocy CD i rejestrowane przy 208 nm (A, C) i 222
nm (B, D). Nesfatyny poddawano denaturacji cieplnej w obecno$ci EDTA lub Zn(II) w stezeniu opisanym W le-
gendzie kazdego panelu.

&

Q 4.5 ULTRAWIROWANIE ANALITYCZNE

Spektroskopia CD (Rozdzial 4.4) wykazala znaczace zmiany w strukturze drugorzgdo-
wej nesfatyn pod wptywem jonéw Zn(II) podczas gdy w obecnosci jondw Ca(Il) ich nie obser-
wowano. W celu ustalenia czy powyzsze obserwacje sa zwigzane ze zmianami struktury trze-
ciorzedowej 1 ewentualnie czwartorzedowej ludzkich 1 kurzych homologéw nesfatyn, przepro-
wadzono eksperymenty SV-AUC (Rozdzial 3.2.7). Ultrawirowanie analityczne (AUC, ang.

analytical ultracentrifugation) jest uniwersalng technikg umozliwiajacg wyznaczenie mas
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czasteczkowych 1 parametréw hydrodynamicznych makroczasteczek. AUC pozwala rowniez
na analize¢ i identyfikacje IDPs, ktore ze wzgledu na ich duzy stosunek objetosci hydrodyna-

micznej do masy czasteczkowej wykazuja wysoka warto§¢ wspotczynnika tarcia f/fo [209].

I 45.1 SV-AUC ludzkich nesfatyn

Dane otrzymane po SV-AUC ludzkich nesfatyn w niecobecnosci EDTA wykazywaty dla
hNT1 (Rys. 4.23A, Rys. 4.23B), hN2 (Rys. 4.23C) i hN1/2 (Rys. 4.23D) jeden szczyt o dobrze
zdefiniowanej dystrybucji wspotczynnika sedymentacji c(s). Szczyty te cechowaty si¢ bowiem
intensywnoscig jak réwniez bardzo waskim przedziatlem spo,w). Warto$ci parametru spo,w) dla
powyzszych bialek (Tab. 4.4) w tych warunkach eksperymentalnych oscylowaly wokot: 0,91
S (hN1); 1,2 S (hN2); 1,73 S (hN1/2). Wyznaczone pozorne masy czasteczkowe (MWapp) Wy-
nosity okoto (Rys. 4.23C): 10,9 kDa (hN1, hN2) i 21 kDa (hN1/2). Wyniki te wykazywaty

zatem wysokg zgodnos$¢ z teoretycznymi masami czasteczkowymi (Tab. 3.8) jak rowniez

A 0 hN1 B hN1
- --07mgml - - - 0,7 mg/ml
(;‘;'n(m) { - = 1,0 mg/ml 54 (;-DZOn(I:\%){ - = 1,0 mg/ml
8 = H — 1,3 mg/ml W —1,3 mg/ml
== =07 mg/ml 4 = = == 0,7 mg/ml
7 +EDTA {— — 1,0 mg/ml & +EDTA { — — 1,0 mg/ml
5 61 ——1,3mg/ml S 5 ) ——1,3mg/ml
< < ,
w 4 w
2 4 T2 .
| | p
2 - 1 =
J N ] N =\
0 sy ——r—r——r—r— 0 =hr—r—i— e —r—r—
1 2 3 4 1 2 3 4
Wsp. sedymentacji (S) Wsp. sedymentac;ji (S)
Cc , hN2 D hN1/2
== = 0,7 mg/ml = = = 0,92 mg/ml
;g”(:\'n) {— — 1,0 mg/ml 8 - ;n“nln) {— — 1,32 mg/ml
BOUM) | —— 13 mg/mi | BOUM) | —— 185 mg/mi
- - - 0,7 mg/ml - - - 0,92 mg/ml
7 2 - +EDTA {— — 1,0 mg/ml & 6 - +EDTA {— — 1,32 mg/ml
S — 1,3 mg/ml 5 —1,85 mg/ml
< <
0 74
o1 Q L
2 -
0 e 0 A7
2 3 4 1 2 3 4
Wsp. sedymentacji (S) Wsp. sedymentacji (S)

Rys. 4.23 SV-AUC ludzkich nesfatyn w obecnosci jonéw Zn(ll)
Eksperymenty SV-AUC prowadzono w obecno$ci 50/500 uM Zn(II) lub 5 mM EDTA (szare linie). Dystrybucja
wspotczynnika sedymentacji ¢(s) dla biatka: hN1 (A, B); hN2 (C); hN1/2 (D).
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z wyznaczonymi technika SDS-PAGE (Rozdzial 4.2) oraz przy pomocy MS (Rozdzial

4.2.3.2). SV-AUC ludzkich nesfatyn w obecno$ci EDTA wskazywato na obecnos¢ jedynie form

monomerycznych biatek, niemniej jednak dystrybucja wspotczynnika sedymentacji c(s) hN2

zawierala dodatkowy szczyt o niskiej intensywnosci, szerokim rozktadzie wspotczynnika si20,w)

1 MW, rownej okolo 33 kDa. W zwigzku z powyzszym moze to wskazywaé na obecnos¢

Tab. 4.4 Parametry hydrodynamiczne ludzkich nesfatyn

Biatko Zwigzek ¢ [mg/ml] RXTS? sio,w) [S] f/fo Rh [nm] MW [kDa]
0,7 6,13 0,91 1,82 2,69 10,8 (100%)
(SEI')“T'\:) 1,0 6,34 0,91 1,84 2,72 11,0 (100%)
1,3 6,57 0,90 1,84 2,72 10,9 (100%)
1,03 2,50 11,4 (96%)
0,7 8,03 1,67
1,68 3,21 24,0 (4%)
0,98 2,50 10,9 (98%
(50 uM) 1,0 8,70 1,69 (98%)
ZnClz 1,76 3,35 26,2 (2%)
hN1 0,95 2,51 10,6 (99%)
1,3 9,59 1,71
1,78 3,43 27,1 (1%)
1,53 1,93 13,0 (42%)
0,7 8,39 1,23
2,22 2,33 23,0 (58%)
1,73 2,02 15,5 (55%
D) 1,0 9,24 1,22 (55%)
ZnCl2 2,53 2,45 27,5 (45%)
1,70 1,99 14,5 (49%)
1,3 10,13 1,24
2,51 2,42 26,0 (51%)
1,19 2,31 11,7 (92%)
0,7 5,97 1,54
2,52 3,37 36 (8%)
1,20 2,14 10,9 (93%
(5 mM) 1,0 6,11 1,46 (93%)
EDTA 2,56 3,13 34,1 (7%)
1,20 2,10 10,8 (95%)
1,3 6,33 1,44
2,30 2,90 28,3 (5%)
hN2
1,38 2,20 12,9 (92%)
0,7 6,53 1,42
2,72 3,09 35,6 (8%)
1,33 2,19 12,3 (92%
(50 L] 1,0 6,63 1,43 (92%)
ZnClz 2,74 3,14 36,5 (8%)
1,32 2,16 12,1 (93%)
1,3 7,02 1,42
2,59 3,02 33,1 (7%)
0,92 6,64 1,73 1,52 2,78 21 (100%)
(5EI'D“T'\/:') 1,32 7,04 1,73 1,53 2,80 21 (100%)
1,85 7,51 1,72 1,54 2,82 21 (100%)
hN1/2
0,92 6,47 1,78 1,49 2,74 21 (100%)
(50 uMm)
. 1,32 7.11 1,78 1,50 2,77 21 (100%)
2
1,85 7,53 1,75 1,52 2,79 21 (100%)

Wartos$ci w nawiasach wyrazaja udziat poszczegolnych subpopulacji sedymentujacych czastek w odniesieniu do

udziatu dwoéch gtdéwnych subpopulacji.
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trimeru 1/lub na agregacje¢ biatka. Z kolei otrzymane wartosci wspodtczynnika f/fo wynosity od-
powiednio: 1,8 (hN1)1 1,5 (hN2, hN1/2). Wysoka warto$¢ wspotczynnika f/fo dla hN1 wyraznie
wskazywala zatem na wydtuzony i elipsoidalny ksztalt biatka. Natomiast warto$ci parametru

f/fo dla hN2 1 hN1/2 sugerowaly bardziej globularny charakter obu biatek.

W obecnosci jonow Ca(Il) nie zaobserwowano znaczacych zmian w dystrybucji wspot-
czynnika sedymentacji c(s) (Rys. S5). Jednakowoz, w obecnosci 50 uM Zn(II) obserwowano
nieznaczne zmiany w dystrybucji sedymentujacych czgstek w stosunku do warunkéw z EDTA.
Obserwowano nieznaczng zmian¢ wspotczynnika spo,w) do wartosci 0,99 S oraz pojawienie si¢
bardzo niewielkiej ilo§ci nowej populacji sedymentujacych czastek przy okoto 1,74 S i MWapp
rownej 25,8 kDa dla hN1 w obecnosci 50 uM Zn(II) (Rys. 4.23A). W przypadku hN2 zaobser-
wowano wzrost sow) do 1,34 S (Rys. 4.23C) oraz brak zmian warto$ci wspotczynnika so,w)
dla hN1/2 w obecnosci 50 uM Zn(II) (Rys. 4.23D). Wynik ten sugeruje wigkszg wrazliwos¢
wolnego fragmentu hN2 na jony Zn(Il) w pordwnaniu do hN1/2. Najwigksze zmiany w dystry-
bucji wspodtczynnika sedymentacji c(s) zaobserwowano natomiast dla hN1 w obecno$ci 300
uM (Rys. S6) 1 500 uM Zn(II) (Rys. 4.23B). W powyzszych warunkach pojawily si¢ dwie nowe
populacje sedymentujacych czastek, ktore w sposéb zalezny od stezenia jondow Zn(Il) wykazy-
waly przesuniecie so,w) do wartosci 1,4 S/1,53 S12,1 S/2,4 S (Tab. S11 Tab. 4.4 dla warunkéw

w obecnos$ci odpowiednio 300 uM i 500 uM

hN1+hN2 ' ‘ ‘

0 JE { T Zn(Il)). Zmianom wartosci wspoOlczynnika
5] (50 uM) o sedymentacji towarzyszyly rowniez zmiany

2 +EDTA {: 12 MWapp z 10,9 kDa do 14,3 kDa i 25 kDa dla
% ° drugiego szczytu, ktéry wskazuje na powsta-
A , wanie dimeru w sposob zalezny od stezenia
i i \ jonow Zn(Il). Co ciekawe, podczas zwiek-

0 s : s ; s ; s A szenia stgzenia jondéw Zn(Il) dochodzi
Wsp. sedymentacii (S) do wyréwnania si¢ intensywnosci szczytow

Rys. 4.24 SV-AUC mieszaniny hN1 i hN2 dystrybucji c(s) zawierajacych monomer i di-

Wyniki SV-AUC mieszaniny hN1 i hN2 w obecnosci 5 mer do stosunku 1:1 dla 500 uM Zn(II).
mM EDTA (szare linie) lub 50 uM Zn(Il) (pomaran-

czowe linie) wstosunku masowym 1:1; 1:2 il:4 Warto réwniez zauwazy¢ nachodzenie si¢ na

(hN2:hN1). siebie dystrybucji c(s) przy pelnym wysyce-
niu hN1 Zn(II), co wskazuje na dynamiczng rownowage pomiedzy stanem monomer-dimer. Co
wigcej, stan holo-hN1 wykazuje silne zmniejszenie wspotczynnika f/fo z1,83 do wartosci 1,23.

Wskazuje tona silng redukcje objetosci hydrodynamicznej biatka najprawdopodobniej
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w skutek przyjecia bardziej globularnego ksztattu, co jednocze$nie pozostaje w dobrej zgodno-
$ci z wynikami spektroskopii CD.

Wyniki SV-AUC dla mieszaniny izolowanych hN1 1 hN2 (hN1+2; Rys. 4.24) zmiesza-
nych w réznych stosunkach masowych (Rozdzial 3.2.7) w (nie)obecnosci jonow Zn(Il) nie
ujawnily zamian dystrybucji wspolczynnika sedymentacji c(s) wskazujacych na zmiany struk-
tury trzecio- i1 czwartorzedowej, ktore mogltyby by¢ wynikiem oddzialywania obu bialek.
Otrzymane warto$ci c(s) hN1+2 byly natomiast zgodne z wynikami uzyskanymi dla izolowa-
nych fragmentow.

Podsumowujac, powyzsze wyniki wskazuja na wystgpowanie apo-hN1 wylaczenie
w formie monomerycznej, podczas gdy holo-hN1 wykazuje tendencj¢ do dimeryzacji w wy-

niku przej$cia nieuporzadkowanie-uporzadkowanie indukowanego jonami Zn(II).

I 45.2 SV-AUC kurzych nesfatyn

Wyniki SV-AUC gN1 (Rys. 4.25A, Rys. 4.25B) 1 gN1/2 (Rys. 4.25C) w obecnosci 5
mM EDTA wykazywaty bardzo dobrze zdefiniowang dystrybucj¢ wspotczynnika sedymentacji
c(s) z obecnym jednym, waskim szczytem. W powyzszych warunkach warto§¢ wspotczynnika
so0,w) oscylowata wokot 0,94 S i 1,86 S dla odpowiednio gN1 i gN1/2 (Tab. 4.5). Otrzymane
warto$ci so,w) jak 1rozktad c(s) wykazuja wysokie podobienistwo do wynikéw otrzymanych
w obecnosci EDTA dla ludzkich homologéw. Wyznaczone MW, wynosity odpowiednio
okoto 10 kDa dla gN1 121 kDa dla gN1/2. Powyzsze masy czasteczkowe wykazuja wysoka
zgodnos¢ z teoretyczng (Tab. 3.8) jak 1 z tymi wyznaczonymi przy pomocy SDS-PAGE (Roz-
dzial 4.2) oraz MS (Rozdzial 4.2.3.2). Wspotczynnik tarcia dla gN1 i gN1/2 w obecnosci 5
mM EDTA wyniést odpowiednio 1,8 oraz 1,5. Wskazuje to ponownie to na nieuporzadkowany
charakter gN1 jak 1 globularny gN1/2. Eksperymentéw SV-AUC nie przeprowadzono dla gN2

m. in. ze wzgledu na niska wydajnos¢ preparacji, o ktérej wspomniano juz w Rozdziale 4.2.3.1

W obecnosci jondéw Zn(Il) ponownie obserwowano istotne zmiany w dystrybucji c(s)
w poroéwnaniu do warunkow z EDTA. Fakt ten podkresla zachowanie w toku ewolucji zdolno-
Sci do oddziatywania z jonami Zn(II) pomigdzy ludzkimi i kurzymi homologami nesfatyn. Ob-
serwowano zalezne od stezenia jonéw Zn(Il) przesuniecie wspotczynnika spow) z 0,94 S
do 1,08 Sdla gN1 (Rys. 4.25A, Rys. 4.25B). Wraz ze wzrostem stezenia jonéw Zn(Il) pojawiata
si¢ nowa subpopulacja sedymentujacych czastek przy 2,16 S 12,6 S oraz MWjpp rOwnym 33
kDa 128 kDa dla warunkéw odpowiednio z 50 uM 1 500 uM Zn(II) (Tab. 4.5). Powyzszym

zmianom dodatkowo towarzyszyto silne zmniejszenie wartosci wspotczynnika f/fo z 1,8 do 1,2,
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A B
gN1 gN1
_ - - - 0,7mg/ml _ - = = 0,7 mg/ml
6.0 +Zn(il) {- — 1,0 mg/ml 6.0 +Zn(l) 4 — — 1.0 mgmi
i (50 yM) U ——1 3 mg/ml (500 yM) U —— 1,3 mg/mll
- - - 0,7 mg/ml ) - - - 0,7 mg/ml
+EDTA {— — 1,0 mg/ml +EDTA { — — 1,0 mg/ml
. 45 0,08 — 1,3 mg/ml _ 4.5 0.15 i — 1,3 mg/ml
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< . 0,06 - b P —
= 3,0 - 2 =30 - { @010
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(50 pM) U ——1,85 mg/ml
1 - - - 0,92 mg/mi
4 +EDTA { — — 1,32 mg/ml
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R
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[E] o
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- J)L\
7/
r —rr e p——e
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1 2 3 4

Wsp. sedymentac;ji (S)

Rys. 4.25 SV-AUC gN1 i gN1/2 w obecnosci jonéw Zn(Il)

Eksperymenty SV-AUC prowadzono w obecnosci 50/500 uM Zn(II) lub 5 mM EDTA (szare linie). Dystrybucja
wspblczynnika sedymentacii c(s) dla biatka: gN1 (A, B); gN1/2 (C).

co ponownie wskazuje na silne zmniejszenie objetosci hydrodynamicznej neuropeptydu. Jed-
nak w przeciwienstwie do wynikéw uzyskanych dla hN1 w przypadku kurzego biatka obser-
wowano agregacje skutkujaca pojawieniem si¢ trzeciej bardzo szerokiej dystrybucji c(s) o ni-
skiej intensywnosci 1 szczycie przy 3,5 oraz 44,5 S w obecnosci odpowiednio 50 uM 1 500
uM Zn(I). Zmianie ulegl rowniez stosunek pdl powierzchni szczytow odpowiadajacych sta-
nom monomer-dimer do okoto 2:1. Co wigcej, nie dochodzi do ich naktadania jak miato
to miejsce w przypadku hN1. Zmiany dystrybucji c(s) pojawily si¢ réwniez w przypadku gN1/2
(Rys. 4.25C). W obecnosci 50 pM Zn(II) obserwowano przesunigcie warto$ci parametru $(20,w)

z1,86 S do2,05 S idodatkowo obserwowano pojawienie si¢ nowej subpopulacji

Strona 99 z 182



4. Wzniki

Tab. 4.5 Parametry hydrodynamiczne kurzych nesfatyn

Biatko Zwigzek c[mg/ml]  rmsd x10®  s@ow) [S] f/fo Rh [nm] “[/Ik‘:\)I:ip
0,7 7,97 0,94 1,75 2,53 10,3 (100%)
SE'Sx) 1,0 9,10 0,94 1,75 2,53 10,2 (100%)
1,3 9,39 0,94 1,75 2,52 10,2 (100%)
8,14 1,08 2,38 11,1 (83%)
0,7 1,61
2,16 3,37 31,4 (17%)
8,76 1,05 2,51 11,4 (83%
(50 uM) 10 ) , 168 , 4 (83%)
ZnCl ’ 2,18 ’ 3,62 33,9 (17%)
gN1 9,24 1,04 2,49 11,2 (86%)
1,3 1,68
2,14 3,58 33,1 (14%)
1,52 1,88 12,3 (56%)
0,7 8,16 1,22
2,60 2,46 27,6 (44%)
(500 xM) Lo g 7e 1,50 Ly 1,92 12,4 (49%)
ZnCl, ’ ’ 2,59 ’ 2,52 28,1 (51%)
1,54 1,86 12,4 (49%)
1,3 9,42 1,21
2,63 2,43 27,6 (51%)
0,92 8,24 1,87 1,47 2,70 21 (100%)
(;;"T'X') 1,32 8,94 1,86 1,45 2,65 21 (100%)
1,85 9,89 1,85 1,45 2,65 21 (100%)
2,05 2,20 19 (87%)
0,92 7,92 1,24
gN1/2 3,49 2,87 43 (13%)
2,00 2,35 20 (85%
UG 1,32 8,36 1,31 (85%)
ZnCl; 3,64 3,05 44 (15%)
2,00 2,32 20 (87%)
1,85 8,98 1,30
3,43 3,04 44 (13%)

Wartos$ci W nawiasach wyrazaja udzial poszczegdlnych subpopulacji sedymentujacych czastek w odniesieniu do
udziatu dwoch gtéwnych subpopulacji.
sedymentujacych czastek o szerokiej dystrybucji c(s) oraz MWapp rownej 44 kDa (Tab. 4.5).

PowyzZsze obserwacje wskazuja zatem na obecnos¢ dimeru.

Podsumowujac — wykazano zachowanie w toku ewolucji zdolno$ci kurzych nesfatyn
do oddzialywania z jonami Zn(II). Jednakowoz, pomimo wysokiej homologii sekwencji ludz-
kich i kurzych nesfatyn obserwowano wigksza sktonnos¢ kurzych homologéw do agregacji,

co moze by¢ skutkiem réznic w mechanizmie interakcji homologdéw z jonami Zn(II).
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> 4

Q 4.6 OGRANICZONA PROTEOLIZA NESFATYN

W celu dalszego zbadania zmian strukturalnych wywotanych wigzaniem jonow Zn(II)
przeprowadzono ograniczong proteoliz¢ ludzkich i kurzych homologéw nesfatyn (Rozdzial
3.2.9). Wszystkie reakcje prowadzono w obecnosci EDTA lub jonéw Zn(Il) z wykorzystaniem
trypsyny, ktora preferencyjnie hydrolizuje wigzanie peptydowe przy koncu C Arg oraz Lys

[210]. Domeny globularne bialek niechetnie ulegaja proteolizie w przeciwienstwie

A hN1+EDTA B hN1+Zn(ll)
Do o R PL® L P NP0 W N0 6 A 90 D 10 ¢ o KNPSO

————————————— 40
30
20
15
10
5
C hN1+EDTA D hN1+Zn(ll)
Lo o ORP S LIPSO
=
30— 30
20
15
10
dl 5
E hN1/2+EDTA F hN1/2+Zn(ll)

M0 o N RP PP P @“.\60\%%\0@ \g\\y\ O b A D b PN @“@%\“@

40 40

Rys. 4.26 Analiza SDS-PAGE ograniczonej proteolizy hN1 i hN1/2
K1, K2 — probki kontrolne niezawierajace trypsyny pobrane odpowiednio na poczatku i koncu eksperymentu; M
standard biatkowy PageRuler Broad Range (Rozdzial 3.1.4.7); 0-210 — probki pobrane W interwalach czasowych
podanych w minutach u gory kazdego panelu. Zarowno hN1 (A- D) jak i hN1/2 (E, F) byty inkubowane z trypsyna
w stosunku masowym enzym:substrat rownym 1:5000 oraz w przypadku hN1 dodatkowo w stosunku 1:1000 (C,
D). Nesfatyny inkubowano w obecnosci EDTA (A, C, E) lub 500 (B, D)/50 uM Zn(ll) (F) w przypadku odpo-
wiednio hN1 i hN1/2.
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do regionéw nieustrukturyzowanych, ktére stanowig lepszy substrat dla proteaz [210,211].
W zwigzku z tym technika ograniczonej proteolizy umozliwia badanie zmian strukturalnych
wywolanych wigzaniem ligandu jak rowniez identyfikacj¢ domen ustrukturyzowanych [210—
213].

Zaréwno apo-hN1 (Rys. 4.26A) jak iapo-gN1 (Rys. 4.27A) inkubowane z trypsyna
w stosunku masowym enzym:substrat (e/s) rownym 1:5000 ulegaly proteolizie zaskakujaco
wolno jak na biatka nalezace do rodziny IDPs. Pasma odpowiadajace formom apo- obu homo-

logdéw byly widoczne w zelu nawet po 210 min inkubacji z enzymem (Rys. 4.26A i Rys. 4.27A,

A gN1+EDTA B gN1+Zn(ll)
RN S R o S A e Vo o WO PR e P SCEEpOe
30 - 30 30 - 30
20 - 20 20 - 20
15' . - — 15 15 - - 15
1 10 TOW 10
. _cvesescssss? | 5 3
% J
C gN1+EDTA D gN1+Zn(ll)
Voo VPP @ LIS Vo 6 WP P o ® PP
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Rys. 4.27 Analiza SDS-PAGE ograniczonej proteolizy kurzych nesfatyn
K1, K2 — probki kontrolne niezawierajace trypsyny pobrane odpowiednio na poczatku i koncu eksperymentu; M
standard biatkowy PageRuler Broad Range (Rozdzial 3.1.4.7); 0-210 — probki pobrane w interwatach czasowych
podanych w minutach u gory kazdego panelu. Zarowno gN1 (A, B) jak i gN1/2 (E, F) byty inkubowane z trypsyna
w stosunku masowym enzym:substrat rownym 1:5000 oraz w przypadku gN1 dodatkowo w stosunku 1:1000 (C,
D). Nesfatyny inkubowano w obecnosci EDTA (A, C, D) lub 500 (B, D)/50 uM Zn(II) (F) w przypadku odpo-
wiednio gN1 i gN1/2.
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slad 210). Gtéwnymi produktami proteolizy hN1 byly peptydy o MWa,p okoto 7 kDa (Rys.
4.26A) podczas gdy gtéwnymi produktami proteolizy gN1 byly peptydy o MWy, okoto 517
kDa oraz nieoczekiwane pasmo o mniejszej ruchliwosci elektroforetycznej niz pasmo substratu
1 MWapp roOwnej okoto 14,2 kDa. Proteoliza holo-hN1 (Rys. 4.26B) oraz holo-gN1 (Rys. 4.27B)
wydawata si¢ natomiast postepowac wolniej w pordwnaniu do proteolizy form apo- ze wzgledu
na mniejszg ilo$¢ oraz intensywno$¢ powstajacych produktéw trawienia. Kontrolne trawienie
apo-hNucb2 (Rys. S8A) przy tym samym stosunku masowym e/s wykazato, iz hydroliza biatka
pelnej dhugosci postgpowala szybciej w stosunku do form homologéw apo-N1. Poczatkowo
obserwowano akumulacje produktéw proteolizy 0 MWap, okoto 36 1 32 kDa. W miare postepu
rekacji hydrolizy zwigkszata si¢ takze intensywnos$¢ produktow o MW,y okoto 32, 26, 231 15
kDa. Po uptywie 120 min inkubacji nastgpit niemal catkowity zanik pasma odpowiadajacego
formie apo-hNucb2 (Rys. S8A, slad 120). Z drugiej strony otrzymany profil produktow prote-
olizy holo-Nucb2 (Rys. S8A) zawieral bardzo intensywne pasmo odpowiadajace biatku petne;j
dlugosci przez caty czas trwania reakcji. Co wigcej, w przypadku formy holo-hNucb2 glow-
nymi obserwowanymi produktami trawienia byly pasma o MW, okoto 38 1 36 kDa, ktorych
intensywno$¢ byta wigksza dopiero pod koniec rekacji (Rys. S8A; pasma 90-210).

Ze wzgledu na ograniczong rozdzielczo$¢ poprzednich eksperymentow, przeprowa-
dzone zostaty dodatkowe eksperymenty ograniczonej proteolizy, tym razem w stosunku maso-
wym 1:1000 (e/s) w celu lepszej obserwacji efektéw indukowanych przez Zn(II). Apo-hN1
(Rys. 4.26C) oraz apo-gN1 (Rys. 4.27C) ulegaly hydrolizie o wiele wydajnie; w poréwnaniu
do holo-hN1 (Rys. 4.26D) 1 holo-gN1 (Rys. 4.27D) przy wyzszym stosunku masowym e/s. Po-
nadto intensywno$¢ nieoczekiwanego produktu o zawyzonej MWa,, byla rowniez znacznie
wieksza dla apo-gN1. Jednakowoz, w obecnosci jonow Zn(II) powstawanie powyzszego pasma
jest wyraznie spowolnione. Co wigcej podczas proteolizy apo-hN1 réwniez pojawito si¢ bardzo
stabe pasmo 0 MW, okolo 14 kDa (Rys. 4.26D). W celu obserwacji petlnej degradacji gN1
1jej efektow na produkt 0 MW, 14 kDa wykonano dodatkowe eksperymenty. W tym celu
apo- 1 holo-gN1 inkubowano z trypsyna przez 24 h zaraz po przygotowaniu probek (Rys. S9A)
lub po ich wczesniejsze inkubacji (20 °C, 24 h; Rys. S9B). Niemniej jednak, w obu przypad-
kach pelna degradacja biatka byta obserwowana. Dodatkowo, wszystkie probki inkubowane
przed proteoliza zawieraly wigcej pasm o bardzo niskiej intensywnosci 1 wyzszej MWapp niz
biatko podstawowe. W celu dalszego zbadania peptydu o0 MWap, 14 kDa zostal on poddany
identyfikacji przy pomocy MS. Zidentyfikowane peptydy (dane niepokazane) pochodzity
od gN1 1 pokrywaty sekwencj¢ biatka w 86% z brakujacymi dwoma peptydami na koncu C.

Najprawdopodobniej obecno$¢ powyzszego peptydu jest zwigzana z mniejsza zdolnoscig
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wigzania SDS, co jest cechg charakterystyczng IDPs. Zwiekszenie tej wiasciwosci podkresla
jednoczesnie silng zaleznos$¢ struktury i/lub wiasciwosci homologéw N1 w zaleznos$ci od stop-

nia modyfikacji ich sekwencji aminokwasowe;.

Efekt wigzania jonow Zn(II) przez homologi N1/2 ponownie pozostawal w kontrascie
do wynikéw ograniczonej proteolizy otrzymanych dla homologéw N1. Po pierwsze, apo-hN1/2
(Rys. 4.26E) 1 apo-gN1/2 (Rys. 4.27E) ulegatly proteolizie znacznie wolniej w poréwnaniu
do holo-hN1/2 (Rys. 4.26F) i holo-gN1/2 (Rys. 4.27F) w oparciu o ilo$¢ 1 intensywnos¢ otrzy-
manych pasm produktow procesowania bialek. Po drugie w przypadku obu form apo- glowny
produkt procesowania wykazuje MW,p, okoto 18 kDa. Dodatkowo w przypadku apo-hN1/2
nieznacznie wzrastata rowniez intensywnos¢ pasma odpowiadajagcego MW,pp rdwnej okoto 15
kDa. Proteolityczne procesowanie holo-hN1/2 oraz gN1/2 réwniez prowadzito do otrzymania
peptydoéw o MWy, okoto 18 kDa, niemniej jednak obecne byly dodatkowe produkty. W przy-
padku hN1/2 obserwowano wzrost intensywnosci pasm odpowiadajacych MWy, okoto 15, 11
15 kDa, podczas gdy dla procesowania gN1/2 byly to pasma odpowiadajace MWap, w zakresie
9-12 kDa.

Podsumowujac, ograniczona proteoliza ludzkich i kurzych homologéow N1 oraz N1/2
uwidocznila istotne roznice w ich budowie, ktore obserwowano w ich profilu proteolitycznym.
Co zaskakujace apo-hN1 1 apo-gN1 okazaty si¢ niedogodnym substratem proteazy, pomimo
przynaleznosci obu biatek do rodziny IDPs. Bialka te wraz z hN1/2 oraz gN1/2 ulegaly prote-
olizie wolniej nawet w poréwnaniu do apo-hNucb2 przy tym samym stezeniu e/s. Z drugiej

strony w obecnosci Zn(II) otrzymane wyniki silnie podkres§laly odmienny wptyw jondéw na oba
biatka.

X 4

2 4.7 ITC LUDZKICH NESFATYN

Izotermiczna kalorymetria miareczkowa (ITC) jest technika umozliwiajaca bezposred-
nie wyznaczenie parametréw termodynamicznych charakteryzujacych oddziatywania biatko-
biatko oraz biatko-ligand w roztworze [214]. Technika ta oparta jest na pomiarze przeptywu
ciepla wywotanego procesem wigzania ligandu podczas miareczkowania analitu, co umozliwia
wyznaczenie  stalej  dysocjacji (Kq) ienergii swobodnej wigzania (AG® =
RTIn K4). Dodatkowo poniewaz przeptyw ciepta mierzony jest w warunkach statego ci$nienia

jest on zwigzany ze zmiang entalpii uktadu (AH = g,) ipodczas pomiaru mozliwe jest
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wyznaczenie entalpii wigzania oraz entropii wigzania z podstawowej zalezno$ci termodyna-
micznej: AG° = AH — TAS [214,215]. Podczas realizacji projektu pomiary ITC prowadzono
w celu wyznaczenia powyzszych parametréw termodynamicznych dla ludzkich N1 i N1/2
(Rozdzial 3.2.8). W przypadku hN1 podczas miareczkowania biatka Zn(IT) obserwowane byty
intensywne endotermiczne ciepta, ktore osiggaty plateau przy wysokim nadmiarze molowym
jonow Zn(II) (Rys. 4.28A). Powyzsze wyniki wskazywaly na niskg warto$¢ Kq, co potwierdzity
wyniki dopasowania i otrzymana wartos¢ Kq rowna okoto 61 puM dla hN1. Wyznaczona ental-
pia wigzania AH'TC wyniosta okoto 5 kcal/mol. Z drugiej strony wysoka warto$é wyznaczonego
wspolczynnika entropowego sprawita (Tab. 4.6), iz otrzymana warto$¢ energii swobodnej byta
negatywna i wynosita okoto -5,75 kcal/mol. Dane byly dopasowywane do modelu z jednym
miejscem wigzacym przy czym warto$¢ utamka biatka inkompetentnego (IPF, ang. incompetent
protein fraction) wynosita 0, co wskazywato na odziatywanie hN1 z jonami Zn(II) w stosunku
1:1 na monomer. Wyniki analizy wskazuja, iz proces wigzania jonéw Zn(II) przez hN1/2 zna-
czaco odbiegal od hN1. Po pierwsze otrzymany termogram (Rys. 4.28B) cechowaty ujemne
ciepla wigzania wzgledem stanu réwnowagowego, co z kolei wskazywalo na egzotermiczny

charakter wigzania jonéw Zn(II) przez hN1/2. Dodatkowo hN1/2 oddziatywata z jonami Zn(II)
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Rys. 4.28 Wyniki ITC ludzkich nesfatyn
(A) ITC hN1 i (B) ITC hN1/2. Panele zawieraja: krzywa miareczkowania kalorymetrycznego (u goéry panelu);
wartos$ci resztkowe punktow po dopasowaniu (srodek panelu); termogram ITC (u dotu panelu).
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Tab. 4.6 Parametry termodynamiczne wigzania jonéw Zn(ll) przez hN1 i hN1/2

Parametr hN1 + Zn(ll) hN1/2 + Zn(ll)
[hN1]/[hN1/2] (uM) 100 100
[Zn(11)] (1M) 7000 500
x? 1,04 1,22
Ka (LM) 61,1+0,6 7,8+0,1
AH (kcal/mol) 52+0,4 -1,2+0,2
TAS (kcal/mol) 10,908 5,725
AG (kcal/mol) -5,748 -6,965
IPF 0 0,57 +£0,08

Parametry otrzymano poprzez dopasowanie danych do modelu AB.

z wigkszym powinowactwem przez co szybciej ulegata wysyceniu jonami. W zawigzku z tym
dopasowanie otrzymanej krzywej miareczkowania kalorymetrycznego do tego samego modelu
co hN1 prowadzito do otrzymania K4 rownej 7,8 uM (Tab. 4.6). Powyzsza wartos¢ jest niemal
dziesigciokrotnie mniejsza niz Kq wyznaczona dla holo-hN1. Wigzanie jonéw przez hN1/2 byto
bardziej uprzywilejowane termodynamicznie niz w przypadku hN1 w oparciu o wyznaczong
energi¢ swobodng wigzania wynoszacg okoto -7 kcal/mol. Zdecydowanie wigkszy byt réwniez
udzial czynnika entalpowego w pordwnaniu do hN1, ktory wynidst okoto -1,2 kcal/mol. Wresz-
cie, ostatnig r6znica w stosunku do izolowanej hN1 byta warto§¢ wspoétczynnika IPF wyno-
szaca okoto 0,5, co wskazuje na bardzie zlozong stechiometrie¢, ktora dla hN1/2 wyniosta 2:1
(Zn(hN1/2)2). W przypadku hN2 nie udato si¢ zarejestrowaé odpowiedniej jakosci danych z
powodu destabilizacji biatka podczas eksperymentu. Obserwowano jednak endotermiczne cie-
pta wigzania wskazujace na mozliwe oddziatywanie z jonami (dane niepokazane), co byto na-
stepnie weryfikowane innymi metodami. Wysoka niestabilno$¢ kurzych homologoéw nesfatyn
podczas ITC uniemozliwita wyznaczenie termodynamicznych parametrow wigzania przez nie
jonow Zn(Il) powyzsza metoda. Niemniej jednak rowniez obserwowano trendy wskazujace na

wigzanie jonow przez kurze nesfatyny.

Podsumowujac, przy pomocy ITC wyznaczono termodynamiczne parametry wigzania
jonow Zn(II) przez hN1 oraz hN1/2, ktére wskazywaty (tak jak w przypadku wynikow opisa-
nych powyzej) na odmienny wptyw jonéw Zn(Il) zarowno na strukture obu biatek jak i ich

sposob oddziatywania z nimi.
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&

Q 4.8 SPEKTROSKOPIA ABSORPCYJNA

W celu zbadania zdolnosci nesfatyn do wigzania jonow Zn(Il) inna, niezalezng technika
przeprowadzono eksperymenty konkurencyjnego ich wigzania w obecnosci chromoforu Zin-
con (Rozdzial 3.2.10). Zincon jest zwigzkiem tworzacym kompleksy 1:1 z jonami Zn(II) o li-
teraturowej wartos$ci statej dysocjacji kompleksu ZIxZn rownej 2,09 uM [201]. Warto$¢ ta zo-
stala wyznaczona dla kontroli, w warunkach eksperymentalnych stosowanych w projekcie
i wyniosta K4 z1xzn tOWne 1,3 uM £ 0,2 uM. Otrzymana stata dysocjacji kompleksu ZIxZn
byta zatem zblizona do literaturowej. Podczas miareczkowania kompleksu ZIxZn za pomocg
hN1 obserwowano zalezne od stezenia biatka zmniejszenie absorbancji przy dlugosci fali
A=618 nm (A618). Wynik ten wskazuje zatem na konkurencyjne wigzanie jonéw Zn(Il) przez

hN1. Wyznaczona stata dysocjacji kompleksu hN1xZn wyniosta 9 uM + 3 uM. Efekt
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Rys. 4.29 Konkurencyjne miareczkowanie chromoforu ZI

Panele przedstawiaja zanik A618 podczas konkurencyjnego miareczkowania ZI (50 pM) wysyconego 50 uM
Zn(Il) przez (A) hN1; (B) hN1/2; (C) gN1.
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konkurencyjnego wigzania jonéw Zn(II) byt silniejszy w przypadku hN1/2 bazujac na otrzy-

manej warto$ci Kq rownej 3 uM = 1 uM. W przypadku gN1 réwniez obserwowano zalezny

od stezenia biatka spadek wartosci A618, co ponownie potwierdza wigzanie jonow Zn(Il) przez

homologi N1. Wyznaczona stata dysocjacji kompleksu gN1xZn wyniosta w tym wypadku 13

uM + 2 uM. Co ciekawe, nie obserwowano spadku warto$ci A618 podczas miareczkowania

Z1x7Zn za pomocg gN1/2 (dane niezataczone).

> 4

{

4.9 SPEKTROSKOPIA FLUORESCENCYJNA

I 4.9.1 Pomiary fluorescencji ANS w obecnosci nesfatyn

W celu poglebienia charakterystyki interakcji jonow Zn(Il) z nesfatynami wykonano

pomiary fluorescencji ANS w obecno$ci holo-form biatek (Rozdziat 3.2.11.1). ANS jest
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Rys. 4.30 Emisja ANS przy 468 nm w obecnosci ludzkich nesfatyn
Zmiany RFU fluoroforu rejestrowano w obecnosci (A) hN1; (B) hN2; (C, D) hN1/2 miareczkowanych Zn(ll).
Czerwone punkty przedstawiaja dane wytaczone z dopasowania krzywoliniowego.

Strona 108 z 182



4. Wzniki

fluoroforem, ktoéry wykazuje niskg wydajnos¢ kwantowa fluorescencji w wodzie. Natomiast
podczas preferencyjnego wigzania fluoroforu do hydrofobowych kieszeni bialek obserwowany
jest znaczny wzrost intensywnosci fluorescencji jak rowniez hipsochromowe przesuni¢cie mak-
simum widma emisji [216].

Zgodnie z powyzszym, wolny ANS wzbudzany promieniowaniem przy dlugosci fali
350 nm wykazywat znikomg wartos$¢ intensywnosci fluorescencji (RFU, ang. raw fluorescence
units) z maksimum emisji obserwowanym przy 517 nm (Rys. S7). Jednakowoz, widma emisji
ANS w obecnos$ci holo-hN1 wykazywaly zalezne od stezenia jonow Zn(II) hipsochromowe
przesunigcie maksimum widma do 468 nm, ktéremu jednoczes$nie towarzyszyto znaczne
zwigkszenie RFU (Rys. S7A). Wzrost RFU byt stopniowy 1 poczatkowo o wartosci zblizonej
do wolnego fluoroforu, co wskazuje iz apo-hN1 nie posiada kieszeni hydrofobowych zdolnych
do wigzania sondy fluorescencyjnej. Wartosci RFU przy 468 nm zostaly nastepnie dopasowane
do modelu Hilla, co pozwolito na estymacjg statej dysocjacji Kq do wartosci rownej 69 uM £ 9
uM (Rys. 4.30A). Otrzymana warto$¢ pozostawata w wysokiej zgodno$ci z warto§ciami statej
wyznaczonymi przy pomocy pomiaréw CD (Rozdzial 4.4.1.2) oraz ITC (Rozdzial 4.7).
Widma emisyjne ANS w obecno$ci holo-hN2 rowniez cechowato zalezne od st¢zenia jonow
Zn(II) przesuniecie hipsochromowe (Rys. S7B). Co ciekawe, poczatkowa RFU fluoroforu byta
wigksza w porownaniu do wynikow uzyskanych dla hN1. Ponadto wzrost RFU w obecnosci
hN2 przebiegal wydajniej 1 do wyzszych wartosci w stosunku do RFU buforu. W zwigzku
z tym mozna przypuszczaé, ze kieszenie hydrofobowe hN2 cechuja si¢ wigksza dostgpnoscia
dla ANS jak 1 wykazuja wieksza ekspozycje pod wptywem jondéw Zn(Il) w stosunku do hN1.
Jednakowoz, po przekroczeniu stezenia jonow Zn(Il) rownego 30 uM obserwowano spadek
RFU, podobnie jak w przypadku pomiaréw CD (Rozdzial 4.4.1.2). Dopasowanie danych przy
468 nm w funkcji stezenia jonoéw Zn(I1) do modelu Hilla umozliwito estymacje K4 do wartosci
rownej 15 uM = 6 uM (Rys. 4.30B). Jednoczesnie powyzszy wynik wskazuje na wigzanie jo-
now Zn(II) przez hN2. Widmo emisyjne ANS w obecnosci hN1/2 réwniez cechowato si¢ prze-
sunigciem hipsochromowym z maksimum przy 468 nm (Rys. S7C, Rys. S7D). Przesunieciu
widma emisji towarzyszyt takze wzrost RFU. Dodatkowo r6znica pomiedzy RFU wolnej sondy
jak 1 zwigzanej do apo-hN1/2 byta najwigksza, co wskazuje na najwieksza dostepnos¢ kieszeni
hydrofobowych w dotychczas badanych ludzkich nesfatynach. Niemniej jednak ponownie ob-
serwowano spadek wartosci RFU po przekroczeniu stezenia jonéw Zn(Il) rownego 40 uM
(Rys. 4.30C). Z powodu otrzymania dwuprzej$ciowego trendu danych otrzymanych przy 468
nm ponownie wykonano pomiary emisji ANS w obecnosci hN1/2 miareczkowanych Zn(II)

w mniejszym zakresie stezen, tj. 0-50 uM (w ktorym dla pierwszej serii obserwowano trend
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sugerujacy wigzanie sondy). Dopasowanie modelu Hilla do otrzymanych danych pozwolito na
wyznaczenie pozornej statej dysocjacji na réwng 17,6 uM = 0,6 uM (Rys. 4.30D). Otrzymana
stata dysocjacji odpowiadata wartosciom K4 dotychczas otrzymanym przy pomocy spektrome-
trii CD (Rozdzial 4.4.1.2) oraz ITC (Rozdzial 4.7). Co, ciekawe nie udalo si¢ zaobserwowac
podobnych efektoéw wigzania ANS przez kurze homologi nesfatyn w obecnosci jonow Zn(II)
(dane niepokazane). Fakt ten podkresla roznice pomigdzy homologami mimo bardzo wyso-

kiego podobienstwa ich sekwencji.

Podsumowujac, ponownie wykazano zdolno$¢ wigzania jondw Zn(II) przez ludzkie ne-
sfatyny a zwlaszcza silng destabilizacj¢ izolowanej hN2 pod wptywem powyzszych jonow. Po-
nadto hN2 zdaje si¢ mie¢ znaczny wplyw na wiasciwosci hN1/2, przy czym ponownie nie sg

one zwykla suma efektoéw obserwowanych dla izolowanych peptydow.

I 4.9.2 Pomiary fluorescencji ThT w obecnosci nesfatyn

W celu zbadania zdolnosci nesfatyn do agregacji a zwlaszcza w kontek$cie pojawiania
si¢ pasma o wyzszej] MWap, podczas ograniczonej proteolizy (Rozdzial 4.6) przeprowadzono
pomiary wigzania ThT przez nesfatyny (Rozdzial 3.2.11.2). W tym celu wykonywano pomiary
zmian fluorescencji w czasie oraz w stanie ustalonym (ang. steady-state fluorescence). ThT jest
fluoroforem, ktory juz od 1965 r. jest powszechnie uzywany jako sonda fluorescencyjna specy-
ficzna wobec fibryli amyloidowych [217]. Podczas wigzania ThT do fibryli amyloidowych na-
stepuje znaczny wzrost intensywnos$ci fluorescencji ThT, ktéremu towarzyszy przesunigcie
maksiméw zar6wno wzbudzenia jak 1 emisji odpowiednio z 385 nm do 450 nm oraz z 445 nm
do 482 nm [218-220]. Pokazano ze, sonda wigze si¢ rownolegle do dtugiej osi fibryli wykazu-
jac wysokie powinowactwo do motywow zawierajacych reszty aromatyczne oraz alifatyczne,

zwlaszcza Val-Phe 1 Tyr-Leu [221].

Podczas pomiarow zmian fluorescencji w czasie inkubowano apo-gN1 (Rys. 4.31A,
Rys. 4.31B) oraz holo-gN1 (Rys. 4.31C, Rys. 4.31D) w obecnosci ThT i nieobecnosci trypsyny
(Rys. 4.31A, Rys. 4.31C) przez 48 h oraz w obecnosci trypsyny (Rys. 4.31B, Rys. 4.31D).
Probki apo-gN1 zaréwno w obecnosci trypsyny jak 1 bez niej cechowaty si¢ intensywnoscig
znormalizowanej emisji na poziomie fluorescencji buforu (NFU oscylujace wokoét 1). Od-
mienne wyniki otrzymano dla holo-gN1 zaréwno bez enzymu (Rys. 4.31C) jak 1 w obecnosci
trypsyny (Rys. 4.31D), gdzie obserwowano wysoka warto$¢ poczatkowej NFU. Niemniej jed-
nak NFU probek zawierajacych trypsyn¢ zmniejszata si¢ w czasie podazajac hiperbolicznym

trendem. Powyzszy wynik kontrastowal z wynikami zarejestrowanymi dla probek bez enzymu,
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gdzie obserwowano zdecydowanie stabilniejszg warto§¢ NFU przez caty czas trwania ekspery-

mentu.

Wyniki uzyskane podczas prowadzenia kinetycznych pomiaréow fluorescencji wskazy-
waly na wigzanie ThT przez holo-gN1. W celu glebszego zbadania tej wtasciwosci oraz okre-
$lenia czy jest ona zalezna od stezenia jonow Zn(II) a takze zachowana w toku ewolucji pomig-
dzy homologami przeprowadzono pomiary fluorescencji w stanie ustalonym w obecnosci ho-
mologow N1 oraz N1/2. Uzyskane wyniki cechowat wyrazny wzrost wartosci RFU przy 468
nm w sposob zalezny od ste¢zenia jonow Zn(II) dla hN1 (Rys. S10A) oraz gN1 (Rys. S10B).
Ponadto, dane uzyskane przy tej dlugosci fali w funkcji st¢zenia jonow Zn(Il) wykazywaly sil-
nie hiperboliczny trend, ktory zostal dopasowany do modelu Hilla, co pozwolito na estymacj¢
pozornej statej dysocjacji do wartosci rownej 71 uM + 3 uM dla hN1 (Rys. 4.32A) oraz 77 uM
+ 6 uM dla gN1 (Rys. S10B). Uzyskane wartosci Kq pozostaja w doskonatej zgodnosci
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Rys. 4.31 Kinetyczne pomiary agregacji gN1 w obecnosci ThT
Pomiary prowadzono w obecnosci 5 mM EDTA (A, B) i 500 uM Zn(II) (C, D) w trzech powtdrzeniach (Powt.).
Panele (B, D) przedstawiaja emisj¢ fluorescencji ThT w probkach suplementowanych trypsyng w stosunku maso-
wym 1:1000 (e/s).
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z wynikami dotychczas uzyskanymi przy pomocy spektroskopii CD (Rozdzial 4.4.1.2), ITC
(Rozdzial 4.7) i pomiaréw fluorescencji ANS (Rozdzial 4.9.1) w obecnosci ludzkich nesfatyn.
Z drugiej strony wyniki otrzymane dla homologéw N1/2 ponownie silnie kontrastowaly z wy-
nikami uzyskanymi dla izolowanych homologéw N1. Widma emisyjne ThT w obecnosci holo-
hN1/2 (Rys. S10C) oraz holo-gN1/2 (Rys. S10D) charakteryzowata niska poczatkowa wartos¢

RFU oraz dodatkowo spadek intensywnos$ci emisji indukowany jonami Zn(II).

Powyzszy eksperyment pozwolil zatem na podkreslenie zmian oraz réznic struktural-
nych pomiedzy ludzkimi oraz kurzymi homologami N1 i N1/2 powstajacymi pod wplywem
Zn(I). W przypadku hN1 oraz gN1 bytlo to zalezne od st¢zenia jonéw Zn(Il) formowanie si¢
struktur o wlasciwosciach amyloidowych (ktérych bardziej szczegdélowy opis wymaga dal-
szych badan), czego implikacje sg poruszane szerzej w Rozdziale 5. Natomiast najprawdopo-
dobniej w wyniku opisanej wczesniej destabilizacji hN1/2 oraz gN1/2 pod wptywem jonow

Zn(II) obserwowano spadek powinowactwa ThT do tych biatek.
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Rys. 4.32 Emisja ThT przy 483 nm w obecnosci homologéw holo-N1
RFU ThT przy 483 nm byto rejestrowane w obecnosci (A) hN1 i (B) gN1 miareczkowanych Zn(ll).

> 4

‘ 4.10 HDX-MS LUDZKICH | KURZYCH NESFATYN

Wymiana izotopowa proton-deuter sprzezona ze spektrometrig mas (HDX-MS, ang. hy-
drogen-deuterium exchange mass spectroscopy) to technika analityczna umozliwiajaca zbada-
nie dynamiki oraz struktury molekularnej bialek. Metoda ta opiera si¢ na analizie wymiany
izotopowej protonu wigzania amidowego szkieletu gtéwnego bialka na deuter, ktory obecny

jest w stosowanym rozpuszczalniku [222]. Zachodzaca zatem wymiana izotopowa pociaga za
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Rys. 4.33 Analiza HDX-MS ludzkich nesfatyn

Panele przedstawiaja roéznice W relatywnej wymianie izotopowej pomiedzy stanami —/+Zn(1l) w interwatach cza-
sowych podanych w kazdym panelu. Peptydy o statystycznie znaczacej | nieznaczacej wymianie izotopowej
przedstawiono odpowiednio jako czarne i szare linie. Przedziat ufnosci na poziomie 0,98 oznaczono jako czer-
wone przerywane linie. Mapa ciepta na dole kazdego panelu oddaje roéznice w wymianie izotopowej dla zakresu
danych uzyskanych dla danej nesfatyny dla wszystkich czaséw inkubacji zgodnie z gradientem zamieszczonym

na dole rysunku.

sobg zmiang masy czgsteczkowej, ktora z kolei moze by¢ §ledzona przy pomocy spektrometrii
mas [33]. Szybko$¢ wymiany izotopowej jest silnie zalezna od otoczenia chemicznego, w kto-
rym znajduje si¢ proton wigzania amidowego. Na nature otoczenia chemicznego wigzania pep-
tydowego wplyw ma natomiast blisko$¢ struktur wyzszego rzedu, elastycznos¢ szkieletu gtow-
nego, struktura wigzan wodorowych, jak i1 wreszcie dostepnos¢ dla rozpuszczalnika [33,222].
W zwiazku z powyzszym niskie stale wymiany izotopowej obserwuje si¢ typowo dla amido-
wych protonow uczestniczacych w tworzeniu wewnatrzczasteczkowej sieci wigzan wodoro-

wych 1 przeciwnie, wysokie warto$ci stalej wymiany izotopowej sg typowe dla rejonow
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Rys. 4.34 Analiza HDX-MS kurzych nesfatyn

Panele przedstawiaja roéznice W relatywnej wymianie izotopowej pomiedzy stanami —/+Zn(1l) w interwatach cza-
sowych podanych w kazdym panelu. Peptydy O statystycznie znaczacej | nieznaczacej wymianie izotopowej
przedstawiono odpowiednio jako czarne i szare linie. Przedziat ufnosci na poziomie 0,98 oznaczono jako czer-
wone przerywane linie. Mapa ciepta na dole kazdego panelu oddaje réznice w wymianie izotopowej dla zakresu
danych uzyskanych dla danej nesfatyny dla wszystkich czasow inkubacji zgodnie z gradientem zamieszczonym
na dole rysunku.

wyeksponowanych do rozpuszczalnika, takich jak na przyktad IDRs [33,222,223]. W celu opi-
sania miejsc zaangazowanych w oddziatywania z Zn(Il) oraz zmiany w stopniu ekspozycji
szkieletu gldéwnego wywotanego wigzaniem ligandu przeprowadzono eksperymenty HDX-MS
(Rozdzial 3.2.12). Uzyskane wyniki ponownie wskazywaty na silny oraz odmienny wplyw jo-

néw Zn(II) na ludzkie i kurze homologi N1 oraz N1/2.
Przed analiza wymiany izotopowej przygotowano referencyjng liste peptydow w celu

uzyskania najlepszego pokrycia sekwencji. W tym celu formy apo- oraz holo-nesfatyn o wyz-

szym stezeniu koncowym (z dwoch stosowanych; Rozdzial 3.2.12) byty trawione na kolumnie
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z immobilizowang pepsyng a naste¢pnie listy zidentyfikowanych peptydéw z obu stanow pola-
czone. W ten sposob otrzymano referencyjng liste peptydow o 100% pokryciu sekwencji oraz
zawierajaca: 70 peptydow dla hN1 (Rys. S11; redundancja 9,5); 106 peptydéw dla hN1/2 (Rys.
S12; redundancja 7,9); 68 peptydéw dla gN1 (Rys. S13; redundancja 10,3); 96 peptydow dla
gN1/2 (Rys. S14; redundancja 7,5). Probki poddawano wymianie izotopowej w interwatach
czasowych od 10 s do 150 min. Juz po 10 s zarowno apo-hN1 (Rys. S15A) jak i apo-gN1 (Rys.
S16A) po 10 s wykazywaty catkowita wymiang izotopowa na catej dlugosci sekwencji amino-
kwasowej, co bylo oczekiwane ze wzgledu na ich przynalezno$¢ do IDPs 1 wysoka dynamike
tancuch gléwnego. W obecnosci Zn(II) obserwowano jednak statystycznie istotng réznice we
wzglednej wymianie izotopowej (AHDX) po 10 s inkubacji na wykresie Woodsa [224] w pep-
tydach obejmujacych rejon pomigdzy 33—55 oraz 33—47 reszta aminokwasowa dla odpowied-
nio holo-hN1 (Rys. 4.33A) oraz holo-gN1 (Rys. 4.34A). Najbardziej chronione przed wymiang
byly rejony obejmujace 3945 reszty aminokwasowej zarowno dla holo-hN1 (KQVIDVL) oraz
holo-gN1 (RQVIDVL). Po 30 min inkubacji holo-hN1 (Rys. 4.33B) oraz holo-gN1 (Rys.
4.34B) ponownie wykazywaly catkowita wymiang izotopowa na catej dlugosci sekwencji i nie

obserwowano statystycznie znaczacej AHDX pomiedzy stanami —/+ Zn(II).

Profil wymiany izotopowej H/D w przypadku apo-hN1/2 (Rys. S15D-F) oraz apo-
gN1/2 (Rys. S16D-F) znaczaco odbiegat od wynikdéw uzyskanych dla krotszych homologéw
N1. Przede wszystkim, homologi N1/2 cechowaly si¢ mozaikowatym profilem wymiany izo-
topowej, w ktorym przeplataty si¢ rejony o szybkiej i wolnej wymianie H/D. W przypadku
hN1/2 zidentyfikowano trzy regiony o duzej wymianie H/D pomiedzy 1-32,97-1161 138-167
reszta aminokwasowa, ktore juz po 10 s charakteryzowata 100% wzgl¢dna wymiana izoto-
powa. Z drugiej strony regiony zawarte pomiedzy 33—96 oraz 116—137 reszta aminokwasowa
byly bardzo silnie chronione przed wymiang H/D, a zwlaszcza peptydy pokrywajace region
pomiedzy 38—45 1 65-96 reszta aminokwasowa, ktore nie ulegaly wymianie H/D nawet po 30
min. W przypadku gN1/2 regiony, ktore cechowala szybka wymiana H/D zawieraly si¢ pomig-
dzy 1-32, 97-115 1 138-167 reszta aminokwasowa. Z kolei regiony o niskiej wymianie H/D
zawieraly si¢ pomigdzy 33-96 1 116137 resztag aminokwasowa. Co ciekawe, peptydy pokry-
wajace sekwencje pomiedzy 33—45 1 60-96 resztg aminokwasowa, a zwlaszcza w regionie 84—
96 reszty aminokwasowej, nie ulegaty wymianie nawet po 150 min inkubacji. Powyzsze wyniki
wskazuja na bardzo wysokie zachowanie w toku ewolucji charakteru IDRs oraz regiondow
ustrukturyzowanych pomiedzy homologami. Dodatkowo pozostaja one w wysokiej zgodnosci

z wynikami uzyskanymi dla apo-Nucb2 obu homologow [41,46].
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W obecnosci jonow Zn(II) wystapity silne 1 zaskakujace zmiany w profilach wymiany
H/D obu homologéw. Obserwowano znaczaca, ujemng réznice w AHDX dla hN1/2 oraz
gN1/2. W przypadku hN1/2 po 10 s inkubacji peptydy pokrywajace sekwencje biatka pomiedzy
33-62, 72-96 oraz 116—137 reszta aminokwasowg cechowato silne zwigkszenie stopnia wy-
miany H/D w poréwnaniu do apo-hN1/2. Co wigcej, nawet po uptywie 30 min zwigkszenie
ekspozycji wymienionych regiondw wcigz bylo dobrze widoczne, zwtaszcza miedzy 3445
176-93 reszta aminokwasowa. Podobnie w przypadku gN1/2 obserwowano znaczny wzrost
stopnia wymiany w sekwencji pomiedzy 33—45, 60-96 oraz 117-137 reszta aminokwasowa
1 zwigzang z tym ujemng warto§¢ AHDX po 10 s inkubacji. Ponadto, 30 min p6zniej obserwo-
wano zwigkszenie szybko$ci wymiany, zwtaszcza w peptydach pokrywajacych sekwencj¢ po-
miedzy 3345, 60-96 oraz 117137 reszta aminokwasowa.

Otrzymane wyniki wskazuja, iz jony Zn(II) maja Janusowy wptyw na region M30 ludz-
kich i kurzych homologéw N1 oraz N1/2. W przypadku hN1 i gN1 pod wplywem oligomery-
zacji bialek (Rozdzial 4.5) dochodzi do zmniejszenia dostgpnosci tego regionu (kluczowego
dla ich aktywno$ci anoreksygenicznej) do rozpuszczalnika, co moze wskazywac na zwicksze-
nie upakowania struktury wokot tego rejonu. Z kolei silna destabilizacja hN1/2 i gN1/2 pod
wptywem jondéw Zn(II) (opisywana w wynikach powyzej) jest w czg¢sci wynikiem ekspozycji
regiondw M30 oraz rozpoznawanego przez PCs do rozpuszczalnika, ktore w nieobecnosci jo-
ndéw pozostajg wzglednie niedostepne dla rozpuszczalnika. Ten stan rzeczy moze mie¢ wysokie
znaczenie z punktu widzenia funkcjonowania N1 oraz N1/2, co przeanalizowano szczegotowiej

w Rozdziale 5.
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Przedmiotem badan niniejszej rozprawy doktorskiej byly ludzkie i kurze homologi ne-
sfatyn, tj.: N1, N2 oraz N1/2, ktore sg produktami proteolitycznego procesowania Nucb2.
Wszystkie wymienione biatka naleza do wysoce zachowanej w toku ewolucji rodziny NUCBs
[16]. Zarowno Nucb2 oraz nesfatyny wykazuja ponad 80% podobienstwa sekwencji amino-
kwasowej pomigdzy homologiem ludzkim, kurzym, mysim oraz szczurzym [16,225]. Nucb2
jest biatkiem wielodomenowym, ktore razem z N1 zaangazowane jest w wiele procesow fizjo-
logicznych, wérdd nich wymieni¢ mozna: regulacje homeostazy energetycznej [1]; udziat w od-
powiedzi na bodzce stresowe oraz Iek [2]; udziat w karcynogenezie [3,4]; regulacj¢ zaburzen
psychiczno-neuronalnych takich jak depresja [5,150], demencja [226] i epilepsja [6]; regulacje
ci$nienia osmotycznego krwi [7]. Ponadto Nucb2/N1 jako biatka o aktywno$ci hormonalne;j
ulegaja ekspresji nie tylko w centralnym uktadzie nerwowym [171,227], ale rowniez w licz-
nych tkankach obwodowych [90,91,93,105,228]. Ztozona budowa Nucb2/nesfatyn w potacze-
niu z ich powszechnym wystgpowaniem bardzo silnie podkresla zardwno ich znacznie biolo-
giczne jak 1 mnogos¢ potencjalnych zastosowan terapeutycznych. Tym niemniej, aktywno$¢
biologiczna zostata odkryta i opisana wylacznie dla Nucb2/N1 a znaczenie fizjologiczne pozo-
stalych nesfatyn nie zostato do tej pory opisane. Z tego powodu przez dlugi czas to witasnie
Nucb2/N1 byty gtéwnym przedmiotem badan w dostepnej literaturze. Ponadto, pomimo rosna-
cej liczby artykutéw na temat funkcji i lokalizacji Nucb2/N1 wcigz niewiele jest doniesien w li-
teraturze o relacji struktura-funkcja Nucb2/nesfatyn [41,46,60]. Wtasnie z tego powodu celem
badan realizowanych w niniejszej rozprawie doktorskiej byto przeprowadzenie charakterystyki
molekularnej, ktéra stawitaby podstawe do zrozumienia zaleznosci pomiedzy strukturg a funk-
cja produktow proteolitycznego procesowania konca N ludzkiej i kurzej Nucb2, a takze zbada-
nie istnienia réznic strukturalnych pomigdzy homologami, ktére pomimo wysokiego podobien-
stwa sekwencji aminokwasowej moglyby wskazywaé¢ na wystepowanie funkcji nesfatyn spe-

cyficznych dla danego organizmu.
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‘ 5.1 OTRZYMYWANIE LUDZKICH | KURZYCH NESFATYN

Otrzymanie homogennych preparatow nesfatyn wraz z opracowaniem wydajnych pro-
cedur ich ekspresji bylo niezbedne w celu rozpoczecia badan nad ich wtasciwosciami. Pierw-
szym etapem na drodze otrzymywania biatek bylo przygotowanie konstruktow zawierajacych
cDNA nesfatyn w oparciu o wektor pQE-80L-HRV3C (Rozdzial 3.2.2). Wektor ten umozliwiat
otrzymanie rekombinowanych nesfatyn zawierajacych na koncu N dodatkowo znacznik sze-
scio-histydylowy oraz miejsce rozpoznawane przez proteaz¢ HRV3C (Zalacznik). Otrzymane
konstrukty wykorzystywano nast¢pnie do nadekspresji biatek. Podczas realizacji projektu ne-
sfatyny otrzymywano z wykorzystaniem systemu bakteryjnego opartego o komoérki E. coli
[229]. Nadekspresje¢ nesfatyn prowadzono wykorzystujac szczep BI21(DE3) pLysS (Rozdzial
3.1.3), ktory: wykazuje konstytutywnie aktywna ekspresje lizozymu faga T7 [176], co utatwia
lize komorek bakteryjnych oraz posiada delecj¢ gendw proteaz ompT [230] ilon [231],
co zmniejsza degradacje rekombinowanych bialek podczas ich nadekspresji. Podczas analizy
SDS-PAGE bialek zawartych w ekstrakcie komdérkowym obserwowano intensywne pasmo

0 MW, odpowiadajacej rekombinowanym biatkom (Rozdzial 4.2).

Kolejnym etapem projektu byto opracowanie i optymalizacja procesu oczyszczania ne-
sfatyn. Ze wzgledu na obecno$¢ znacznika histydylowego na koncu N biatek jako pierwszy
etap oczyszczania wykorzystywano IMAC na ztozu Ni-NTA (Rozdziat 3.2.3.2). W celu usta-
lenia optymalnych warunkéw wykorzystywano ekstrakty komorkowe z 1 1 hodowli i optyma-
lizowano st¢zenie imidazolu w buforze pluczacym, ktére dla homologdéw N1 wyniosto 35 mM
oraz 20 mM zaréwno dla homologéw N2 jak 1 N1/2. Etap ten pozwolil na uzyskanie najlep-
szego stosunku st¢zenia biatka do czystosci uzyskanego preparatu (Rozdzial 4.2). Nastepnie
zwigkszono skale oczyszczania prowadzac je z 3,25 1 hodowli. Ostatecznie po IMAC uzyski-
wano bardzo duze zageszczenie biatka dla kazdej z nesfatyn jak 1 znaczne zwigkszenie stopnia
oczyszczenia. W nastgpnym kroku usuwano znacznik histydylowy, ktory mogtby interferowac
z wynikami planowanych badan oddziatywania nesfatyn z dwuwartosciowymi jonami metali
i/lub zmienia¢ ich wlasciwosci. W tym celu wykorzystywano obecnos¢ miejsca rozpoznawa-
nego przez proteaz¢ HRV3C na koncu N bialek. (Rozdziat 3.2.3.2). Etap ten umozliwil oddzie-
lenie znacznika oraz proteazy od biatka podstawowego a takze czes$ci obecnych zanieczyszczen
(Rozdzial 4.2). Co ciekawe, wszystkie nesfatyny nawet po usunigciu znacznika histydylowego

wykazywaty powinowactwo do zloza Ni-NTA, co generowalo nieznaczne straty podczas
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preparacji (Rozdzial 4.2). Ponadto podczas inkubacji hN2 z HRV3C nie dochodzito do pelnego
usuni¢cia znacznika prawdopodobnie z powodu niedostatecznej ekspozycji konca N, co mo-
globy rowniez wyjasnia¢ wigksza ilo§¢ zanieczyszczen zwigzanych do ztoza i nizsza wydaj-
nos¢ preparacji. W celu zwigkszenia stopnia oczyszczenia nesfatyn preparaty po traktowaniu
HRV3C i zagegszczeniu poddawano SEC na kolumnie Superdex 75 Increase 10/300 GL (Roz-
dziat 3.2.3.2). Co ciekawe, podczas rozdziatu homologéw N1 oraz N1/2 w wyzszym stezeniu
obserwowano nietypowe profile elucji biatek podstawowych begdace ztozeniem dwoch lub wie-
cej szczytow o zmienionej wartosci Ve, ktore jak wykazata analiza SDS-PAGE zebranych frak-
cji zawieraty wytacznie nesfatyny (Rozdzial 4.2). Fakt ten moze wskazywac na obecno$¢ roz-
nych, zaleznych od st¢zenia form konformacyjnych nesfatyn. Ponadto warto rowniez zauwa-
zy¢, 1z homologi N1 oraz N2 cechuja si¢ warto$cig Ve zblizong do Ve homologéw N1/2, a wigc
biatek o dwukrotnie wigkszej masie czasteczkowej. Co wigcej, Ve nesfatyn wykazuje rowniez
odstepstwa od krzywej standardowej producenta. Fakt ten jest skutkiem odstgpstw od struktury
globularnej nesfatyn oraz obserwowanych w dalszych badaniach wtasciwosci molekularnych
charakterystycznych dla IDPs. gN2 nie poddawano oczyszczaniu ze wzgledu na ograniczony
czas trwania projektu i niska wydajno$¢ preparacji obserwowana dla homologu ludzkiego.
Ostatecznie wydajnos$¢ preparacji wyniosta okoto: 1,25-2,5 g/l dla homologéw N1; 0,4 g/l dla
hN2; 8-10 mg/l dla homologéw N1/2. Réznice w wydajnosciach, poza dotychczas opisanymi,
moga wynika¢ dodatkowo z charakteru IDPs homologéw N1 oraz toksycznosci dla komorek
E. coli i/lub agregacji hN2 podczas ekspresji. Niemniej jednak, uzyskana wydajno$¢ byta wy-
starczajaca do przeprowadzenia zaplanowanych eksperymentéw. Co wigcej, homogenne pre-
paraty charakteryzowaly si¢ bardzo wysoka czystoscig na poziomie 96-98%. W celu identyfi-
kacji 1 potwierdzenia tozsamosci biatek wykonano Western-blot frakcji otrzymanych podczas
oczyszczania biatek. Reprezentatywne wyniki potwierdzaly otrzymanie hN1 1 hN2 oraz dodat-
kowo usunigcie znacznika histydylowego (Rozdzial 4.2.3.1). Co ciekawe, dopiero po zastoso-
waniu roztworow przeciwciat suplementowanych detergentem Tween-20 mozliwa byta detek-
cja hN2, co ponownie sugeruje staba ekspozycje konca N biatka. Wyniki spektometrii mas
otrzymanych preparatow jednoznacznie potwierdzity tozsamos$¢ nesfatyn (Rozdzial 4.2.3.2).
Co wigcej, widma masowe cechowaty si¢ jednym intensywnym sygnatem i nie obserwowano
obecnosci sygnatow w zakresie nizszych mas czasteczkowych, wskazujacych na degradacje
biatek. Brak bylo rowniez sygnatéw przy wyzszych masach czasteczkowych. Ponadto, wyzna-
czone eksperymentalnie masy czasteczkowe odpowiadaty masom teoretycznym z réznicg + 1

Da.
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Q 5.2 ANALIZY STRUKTURALNE IN SILICO

Jak przedstawiono to we wprowadzeniu (Rozdzial 1), nesfatyny jako produkty proteo-
litycznego procesowania konca N Nucb2 zawieraja fragmenty jej regionu bogatego w reszty
Leu/Ile oraz fragment DBD, pozostate domeny w tym motyw dioni EF i zamek leucynowy za-
wierajace klasyczne struktury oparte o budowg helikalng [51,232] sg obecne w N3 [233]. Ludz-
kie 1 kurze homologi Nucb2 na podstawie pomiaréw HDX-MS oraz innych metod biofizycz-
nych zostaly opisane przez Skorupska i wsp. [41] jako sktadajace si¢ z dwoch fragmentow:
pierwszego pomiedzy 1-140 reszta aminokwasowg wykazujaca mozaikowatg budowe z prze-
platajacymi si¢ wzajemnie regionami o szybkiej/wolnej wymianie izotopowej oraz drugiego od
141 reszty do konca C biatek, ktore ulega przej$ciu nieuporzadkowanie-uporzadkowanie pod
wptywem jonéw Ca(Il) [41]. W zwigzku z brakiem dostepnych struktur krystalicznych za-
réwno homologdéw Nucb2 oraz nesfatyn w ramach niniejszego projektu wykonano analizy in
silico w celu przewidzenia obecno$ci IDRs i/lub zmian we wlasciwos$ciach strukturalnych izo-
lowanych nesfatyn. Wszystkie nesfatyny na wykresie Uversky’ego lezaly po stronie biatek nie-
uporzadkowanych (Rozdzial 4.3.1), co z kolei wskazywato na ich przynaleznos¢ do IDPs. Z
drugiej strony, ich lokalizacja blisko granicy nieuporzadkowanie/uporzadkowanie wskazywata,
1z dynamika molekularna nesfatyn moze by¢ jednak w rzeczywisto$ci bardziej ztozona. Wyniki
uzyskane przy pomocy algorytmu PONDR (Rozdzial 4.3.1) wskazywaly na istnienie przepla-
tajacych sie regiondw IDRs 1 uporzadkowanych w strukturze hN1/2, sugerujac iz ta wlasciwosé
moze by¢ zachowana po oddzieleniu sekwencji N3 z jej kontekstu. Ponadto, podobne wyniki
uzyskano dla homologéw N1, ktore cechowato istnienie krotkich IDRs na obu koncach neuro-
peptydow oraz dtuzszego fragmentu przy koncu C. Niemniej jednak, obserwowano niewielkie
zmniejszenie IDRs na koncu C, po oddzieleniu N2 z kontekstu sekwencji N1. Z drugiej strony,
wyniki przewidywan struktury homologdéw N2 wskazywaty te produkty procesowania Nucb2
jako najbardziej uporzadkowane. Co interesujace, wyniki przewidywan dynamiki molekularne;j
taficucha gléwnego przy pomocy DynaMine sugerowaty, iz struktura wszystkich homologow
nesfatyn jest bardzo silnie zalezna od otoczenia (Rozdzial 4.3.1). Jest to wlasciwos¢ szczegdl-
nie mocno obserwowana zaréwno podczas realizacji wszystkich badan w projekcie jak 1 row-
niez przez Skorupska i wsp. [41,60] oraz Bystranowska 1 wsp. [46].

Wyniki przewidywan struktury krystalicznej przy pomocy I-TASSER oraz AlphaFold

(Rozdzial 4.3.2) kontrastowaly z wynikami opisanymi powyzej. Wygenerowane modele
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cechowala bowiem wysoka zawartos$¢ a-helis. Co ciekawe, modele wskazywatly na globularng
budowe homologéw N1 i/lub na budowe przypominajaca widka kolagenowe w przypadku ho-
mologéw N2 i hN1/2. Z drugiej strony struktura apo-hN1 otrzymana przy pomocy programu
Modeller przypominata bardziej kiebek statystyczny ze szczatkowa iloscig struktury drugorze-
dowej. Model holo-hN1 otrzymany przy pomocy programu Modeller zawierat wicksze ilosci
struktury drugorzedowej, w tym nici . Struktura hN2 oraz hN1/2 wygenerowana przy pomocy
programu Modeller przypominata z kolei pre-stopiong globulg. Model gN1/2 otrzymany przy
pomocy I-TASSER kontrastowat natomiast z modelem hN1/2 obecnoscia dlugiego elastycz-
nego regionu przy koncu N a takze w regionie obejmujacym sekwencje gN2. Wygenerowane
modele wyraznie wskazuja zatem na zupetnie odmienng struktur¢ wszystkich analizowanych
w ramach niniejszej rozprawy produktow procesowania Nucb2. Jest to kolejna bardzo wazna
wiasciwo$¢ nesfatyn obecna juz na etapie przewidywan in silico oraz obserwowana podczas
realizacji projektu, ktéra moze mie¢ wysokie znaczenie fizjologiczne i zostata opisana szcze-
gotowiej w dalszej czesci dyskusji. Dodatkowo, warto podkresli¢ réznice w wymodelowa-
nej strukturze hN1/2 oraz gN1/2 otrzymanych przy pomocy I-TASSER, ktére pomimo wyso-
kiej homologii obu sekwencji cechuja si¢ inng strukturg. Réznice strukturalne oraz funkcjo-
nalne pomi¢dzy homologami ludzkimi oraz kurzymi rowniez byty widoczne podczas realizacji
projektu. Ponownie zatem analizy in silico sugerowatly subtelne réznice pomigdzy homologami
nesfatyn, ktére mogg mie¢ implikacje funkcjonalne specyficzne dla danego gatunku. Porowna-
nie widm wygenerowanych in silico algorytmem SESCA na podstawie modeli do widm ekspe-
rymentalnych (Rozdzial 4.3.2) wylonito modele otrzymane przy pomocy programu Modeller

jako najlepiej opisujace struktury danych nesfatyn.

&
«

5.3 ANALIZA WEASCIWOSCI MOLEKULARNYCH NESFATYN

Otrzymane wyniki przewidywan in silico 1 doniesienia literaturowe dla homologow
Nucb2 [41,46] oraz N3 [60] wskazywaly na réznice we wlasciwosciach i strukturze nesfatyn
pomiedzy formami apo oraz holo, a takze dodatkowo pomigdzy homologami. Kazdy fragment
zdaje si¢ wykazywac silng zalezno$¢ swoich wlasciwos$ci od otoczenia przez co efekt ten moze
stanowi¢ element regulacji ztoZzonej aktywnosci biologicznej Nucb2/N1. W zwiazku z powyz-
szym kolejnym etapem projektu bylo zbadanie powyzszej zaleznosci eksperymentalnie dla pro-

duktoéw procesowania kofica N Nucb2.
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5.3.1 Proteolityczne procesowanie Nucb2 prowadzi do powstania inherentnie
nieuporzadkowanej struktury N1

W trakcie realizacji projektu wykazano na podstawie pomiaréw CD (Rozdzial 4.4.1.1),
iz struktura drugorzedowa ludzkich i kurzych homologéw apo-N1 wykazuje najwigksza ten-
dencj¢ do nieuporzadkowania struktury. Fragmenty IDRs stanowig ponad 50% zawartosci
struktury drugorzedowej obu homologoéw i jednoznacznie wskazuja na ich przynaleznos¢
do IDPs. Natomiast potozenie ludzkich i kurzych homologdéw apo-N1 na wykresie podwojnych
MRE (Rys. S3) wskazywato, iz ich struktura jest najprawdopodobniej podobna do kigbka sta-
tystycznego. Warto rowniez zaznaczy¢, iz zawarto$¢ f-kartek réwniez byta wysoka i oscylo-
wata wokot 20%. Z drugiej strony zarowno hN2 jak i homologi N1/2 cechowaty si¢ wysoka
zawartoscig a-helis siggajaca prawie 50%. Niemniej jednak, istotny byt takze udziat regionéw
IDRs na poziomie okoto 30%, co pozostawato w duzej zgodnosci z przewidywaniami in silico
1 wskazywato na zachowanie mozaikowatej budowy obserwowanej dla konca N biatka peine;j
dhugosci [41]. Ponadto warto podkresli¢ zachowanie w toku ewolucji charakteru IDPs homolo-
gow N1 oraz bardziej zblizony do biatek globularnych charakter homologéw N1/2. Analiza
wlasciwosci hydrodynamicznych nesfatyn przy pomocy SV-AUC (Rozdzial 4.5) wykazala,
iz ludzkie 1 kurze homologi apo-N1 wystepowaly w roztworze w formie monomerycznej. Przy
czym oba neuropeptydy cechowala wysoka warto§¢ wspdtczynnika f/fo wynoszaca okoto 1,8,
co wskazuje 1z ksztatt czasteczek jest silnie wydtuzona elipsoida. Otrzymane wyniki ponownie
podkreslaty przynalezno$¢ homologéw N1 do IDPs, dla ktorych typowe sg wysokie wartosci
parametru f/fo [209]. Warto rowniez zauwazyc¢, iz ze wzgledu na inherentne nieuporzadkowanie
homologéw N1 warto$¢ ich Ry byla zblizona do Ry homologéw N1/2, ktdére posiadajg dwukrot-
nie wigksza mase czasteczkowa. Z kolei dla hN2 oraz homologéw N1/2 wartos$¢ f/fo wynosita

okoto 1,5; co wskazywalo na ich wcigz asymetryczng, jednak bardziej globularng budowg.

Dane eksperymentalne potwierdzaty zatem sugerowang uprzednio przez analizy in si-
lico hipotez¢ wptywu N1 oraz N2 na strukture biatka kiedy oba fragmenty sg ze soba potaczone
(N1/2). Wtasciwos¢ ta zostata doktadniej zbadana w dalszej czesci projektu (zob. tekst poni-
zej). Wyniki eksperymentow CD wykazaly, iz nie dochodzi do zmian struktury drugorzgdowe;j
w wyniku oddziatywania hN1 z hN2 w roztworze, jak i rowniez nie dochodzi do odtworzenia
struktury drugorzedowej hN1/2. Ponadto, podczas SV-AUC mieszanin hN1+2 o réznych sto-
sunkach masowych nie obserwowano zmian w rozktadzie wspotczynnika c(s), ktére mogloby
wynika¢ z oddziatywania biatek. W zwigzku z powyzszym dowiedziono, iz struktura izolowa-

nej hN1 jest odmienna od przyjmowanej gdy hN1 i hN2 sa polaczone wigzaniem
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kowalencyjnym (w hN1/2). Ponadto wtasciwos$ci molekularne homologéw N1/2 rowniez nie

sa prostg sumg efektow obserwowanych dla izolowanych nesfatyn.

W zwigzku z powyzszym przejScie N1 do struktury IDPs zformy pro-hormonu
(Nucb2/N1/2) podczas jej procesowania przez PCs mogloby zatem petni¢ rol¢ aktywacyjna.
Nastepnie, apo-N1 jako IDPs moglaby spetnia¢ czes¢ swoich licznych roli fizjologicznych po-
przez oddziatywanie z wieloma partnerami biatkowymi, co jest cechg charakterystyczng IDPs
[234]. Z drugiej strony N2 wydaje si¢ nadawac sekwencji N1 w jej kontekscie (N1/2) bardziej
uporzadkowany charakter. W zwigzku z powyzszym N2 wplywajac na struktur¢ N1 mogta by
kierowa¢ Nucb2/N1/2 do oddziatywania z inng pulg partneréw biatkowych.

Warto rowniez wspomnie¢, iz obecnie odchodzi si¢ od postrzegania hormonoéw jako
,Jednorazowych” przekaznikow sygnatow, ktore po aktywacji kanonicznej kaskady sygnatowe;j
podlegaja degradacji. Z perspektywy wydatku energetycznego potrzebnego do syntezy hormo-
noéw wywolanie jedynie efektu osigganego rdwniez przez mniejsze (niebiatkowe) czasteczki
byloby stratg. Badania pokazuja, iz wiele pierwotnych transkryptéw hormondw jest raczej zto-
zeniem kilku bioaktywnych czasteczek, ktore sag uwalniane przez specyficzng proteolize w $ci-
Sle kontrolowany sposob [235]. Tak jak na przyktad wspomniany w Rozdziale 1.2.4.1 POMC.
Co wigcej, niektore hormony moga by¢ hydrolizowane do drugorzedowych przekaznikéw o
przeciwstawnych efektach. Przyktadowo, transkrypt glukagonu bedacego stymulatorem gluko-
neogenezy zawiera takze inne hormony (uwalniane w sposob tkankowo-specyficzny), w tym
GLP1 bedacy inhibitorem sekrecji glukagonu [236]. Selektywna obrébka proteolityczna hor-
monu moze zatem wzmacnia¢ lub hamowac jego dziatanie. Dodatkowo, nawet podczas prote-
olizy hormonéw przez metaloproteinazy macierzy zewnatrzkomorkowej, katepsyny obecne w
endosomach, trombing, plazming oraz inne proteazy moga powstawac produkty odporne na
proteolizg (co zaobserwowano rowniez w przypadku nesfatyn — patrz tekst ponizej) 1 wykazu-
jace aktywnos¢ biologiczng. Przyktadowo, wazoinhibina jest hormonem powstajacym z pro-
laktyny pod wptywem proteolizy tej ostatniej przez katepsyne D, ktora wykazuje dzialanie an-
tyangiogenne w przeciwienstwie do hormonu macierzystego [237]. Ostatnie badania bioinfor-
matyczne wskazuja rowniez, iz bioaktywne regiony/domeny hormonow oraz miejsca rozpo-
znawane przez proteazy sa zachowane w toku ewolucji a te ostatnie lezg najczesciej na granicy
egzondéw [238]. Podobne mechanizmy mogtyby zatem rowniez modulowa¢ aktywno$¢ nesfa-

tyn, przy czym hipoteza ta wymaga dalszych badan.

Podsumowujac, N2 mogtaby dziata¢ jako swoisty przetacznik molekularny aktywujacy

odmienne funkcje N1. Wiasciwosci N1 charakterystyczne dla IDPs w potaczeniu z szeroka
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dystrybucja Nucb2/N1 w CUN oraz tkankach obwodowych moga zatem cze$ciowo thumaczy¢
ich auto-, parakrynny i tkankowo-specyficzny mechanizm dziatania, ktory dalej mogltby by¢

modulowany przez specyficzng proteolizg.

5.3.2 Jony Zn(ll) indukujg silne zmiany konformacyjne nesfatyn i zmiany w ich
stanie oligomerycznym

Jony metali s3 bardzo waznym skladnikiem systemow biologicznych. Funkcjonujg jako
przekazniki kaskad sygnatowych, efektory oraz sa niezbednymi kofaktorami wielu biatek
[239]. Nawet co trzecie biatko moze by¢ zalezne od jonéw metali, przez co identyfikacja me-
taloprotein 1 badanie ich interakcji stanowi istotny element odrgbnej dziedziny nauki — metalo-
miki [239]. Jednym z najbardziej powszechnie wystepujacych w organizmach zywych jonow
metali z bloku d (obok zelaza) sg jony Zn(II) [240]. Jony te stanowig kluczowy element regu-
lacji takich procesow biologicznych jak: proliferacja [241]; procesy neurodegeneracyjne [242];
apoptoza [243]; regulacja odpowiedzi immunologicznej [244,245]; karcynogeneza [246]; pa-
togeneza chordb sercowo-naczyniowych [247]. Ponadto biatka zalezne od jonow Zn(Il) wystg-
puja powszechnie w organizmach zywych. Szacuje sig¢, iz nawet 3% ludzkiego genomu koduje
biatka palca cynkowego (ZFPs, ang. zinc finger proteins) [248]. Analizy bioinformatyczne
wskazuja, iz nawet 10% ludzkiego proteomu moze zawiera¢ biatka wigzace Zn(II) [249].
W rzeczywistos$ci pula bialek cynkozaleznych moze by¢ jeszcze wigksza ze wzgledu na wystg-
powanie przejsciowych oddziatywan biatko-biatko zaleznych od jondw Zn(II) bedacych przed-
miotem niedawanych doniesien literaturowych [250]. Ponadto, stale ro$nie liczba bialek wig-
zacych Zn(Il), ktérych miejsca wigzace r6znia si¢ od kanonicznych i nie mogg zosta¢ zdefinio-
wane jako charakterystyczne [251].

Nucb2 moze zosta¢ podzielona na dwie czesci ze wzgledu na zdolnos¢ do wigzania jo-
noéw metali: pierwsza pomiedzy 1-140 reszta aminokwasowg wigzacg jony Zn(Il) oraz druga
od 141 reszty aminokwasowej do konca C, ktora wigze jony Ca(Il) [46]. W zwigzku z powyz-
szym w dalszej czesci projektu badano zachowanie zdolnosci nesfatyn do wigzania jonow
Zn(II) jak rowniez wykonano eksperymenty kontrolne braku wigzania jonéw Ca(Il). Wykonane
badania wskazywaty na brak zmian struktury drugo- (Rozdzial 4.4.1.2) i trzeciorzgdowej (Roz-
dzial 4.5) N1 1 N2 pod wptywem jonow Ca(Il), co jednocze$nie potwierdzatlo ich wigzanie
jedynie w obrebie konca C Nucb2. Jednoczesnie, wszystkie badane nesfatyny wykazywaty
zdolno$¢ do wigzania jonow Zn(Il), ktore silnie wptywaty na ich strukture. Niemniej jednak,

pomimo wysokiej homologii obserwowano istotne roznice w ich oddziatywaniu z Zn(II).

Strona 124 z 182



5. Dzskusl'a

5.3.2.1 Wplyw jonow Zn(Il) na strukture drugorzedowq nesfatyn

Podczas pomiaréw CD wykonanych dla ludzkich i kurzych homologéw N1 (Rozdzial
4.4.1.2) obserwowano zalezny od stezenia jonow Zn(Il) silny wzrost zawartosci a-helis przy
jednoczesnym zmniejszaniu si¢ zawartosci IDRs. Uzyskane wyniki wskazywaly zatem na za-
lezne od jonow Zn(Il) przejscie nieuporzadkowanie-uporzadkowanie. Dopasowanie danych
uzyskanych przy 208 nm i 222 nm do modelu Hilla pozwolito na estymacj¢ Kq dla obu homo-
logow N1, ktore wskazywaly na ich podobne powinowactwo do jonow Zn(Il), co z kolei wska-
zuje na silne zachowanie tej wiasciwosci w toku ewolucji. Otrzymane warto$ci pozostawaly
w wysokiej zgodnosci z wynikami ITC (Rozdzial 4.7), spektroskopii absorpcyjnej (Rozdzial
4.8) oraz fluorescencyjnej (Rozdzial 4.9). Co cickawe, dopasowane modele roéznity si¢ stop-
niem kooperatywnosci ze wzgledu na réznice wartos$ci wspotczynnika Hilla rownego 2 dla hN1
oraz 1 dla gNI1 umozliwiajace najlepsze dopasowanie. Bylta to pierwsza z zaobserwowanych
r6znic pomiedzy homologami wskazujaca na odmienny mechanizm wigzania jonow przez te
neuropeptydy. Z drugiej strony, kontrastujace wyniki (w stosunku do hN1 i gN1) uzyskano dla
hN2 oraz homologéw N1/2, ktére wskazywaly na ich indukowang jonami Zn(II) destabilizacje.
Dopasowanie uzyskanych danych do modelu Hilla analogicznie jak dla homologéw N1 wyka-
zato silnie kooperatywny zanik intensywnosci sygnatu CD, ktory z kolei sugerowat wigzanie
jonow Zn(II) i nastgpcza precypitacje i/lub agregacje peptydow. Ponadto, przebieg krzywej dla
homologéw N1/2 ponownie wskazuje na ich dwoista natur¢ bedacag wynikiem odmiennych
wlasciwosci N1 oraz N2 potaczonych kowalencyjnie. Warto rowniez zauwazy¢ wyrdOwnanie
si¢ wartosci ujemnych maksiméw przy 208 nm i 222 nm dla gN1/2 przy stezeniu Zn(II) row-
nym 75 uM oraz 100 pM, czego nie obserwowano dla ludzkiego homologu. Fakt ten wskazywat
na réznice w oddzialywaniu homologow N1/2, ktore widoczne byly takze w kolejnych ekspe-
rymentach. Dodatkowo, na podstawie dopasowania krzywoliniowego ustalono optymalne ste-
zenie jonow Zn(II) dla hN2 oraz homologéw N1/2 uzywane w kolejnych eksperymentach i od-
powiadajace relatywnej zawartosci biatka powyzej 80%.

Eksperymenty CD w funkcji temperatury (Rozdzial 4.4.2) wykazatly zalezny od stgze-
nia jondw Zn(Il) spadek Tm dla hN1 oraz gN1, przy czym spadek ten byl bardziej widoczny
w przypadku homologu ludzkiego. To z kolei ponownie wskazuje na mozliwe réznice w od-
dzialywaniu z jonami Zn(II) pomiedzy homologami. Dla homologéw N1, nalezacych do ro-
dziny IDPs, obserwowany spadek Tm byt wynikiem stopniowej formacji struktur a-helikalnych
o mniejszej stabilno$ci temperaturowej w poréwnaniu do from apo-, ktére nie wykazywaty
obecnosci Tm (dane niepokazane). Ponadto wyniki HDX-MS (tekst ponizej) wskazywaty, 1z ni-

ska wartos¢ Tm moze by¢ takze wynikiem strukturyzacji jedynie krotkiego odcinka sekwencji
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aminokwasowe] homologow N1. Najwigkszy wptyw jonow Zn(II) obserwowano jednak
w przypadku homologéw N1/2, ktore cechowal wigkszy spadek wartosci Tm w stosunku
do homologéw N1. Co intrygujace, ponownie obserwowano dwoistg natur¢ homologéw holo-
N1/2, ktérych profile topnienia wykazywaty dwustopniowy trend. Powyzsze wyniki sugeruja,
iz jony Zn(II) stabilizujg 1 destabilizuja rézne czesci biatek, co czgsciowo thumaczy silna eks-
pozycja czesci szkieletu gtownego indukowana Zn(II) i zbadana przy pomocy HDX-MS (tekst
ponizej). Co ciekawe, poprzez eksperymenty z udziatem czynnikéw denaturujacych wykazano,
1z domeny hNucb1 w obecnosci jonow Ca(Il) oddziatlujg ze sobg w kooperatywny sposob [56].
W przypadku homologéw N1/2 w obecnosci Zn(Il) ze wzgledu na pojawienie si¢ kilku punk-
tow przejscia w ich profilach topnienia (w przeciwienstwie do apo-N1/2) mozna przypuszczac,

iz miejsce ma zjawisko odwrotne do tego obserwowanego dla hNucbl.

5.3.2.2 Jony Zn(Il) wplywajg na stan oligomeryczny nesfatyn

Przeprowadzone eksperymenty SV-AUC (Rozdzial 4.5) wykazaly, iz wigzanie jonow
Zn(II) przez ludzkie i kurze homologi N1 skutkuje (obok uprzednio opisanego przejscia nieu-
porzadkowanie-uporzadkowanie) znacznym zmniejszeniem ich objetosci hydrodynamicznej
oraz dimeryzacja. Wynik ten podkres$la zatem zachowanie w toku ewolucji tej wtasciwosci neu-
ropeptydow N1. Moze by¢ ona niezbg¢dna dla funkcjonowania i regulacji aktywnosci N1 oraz
czyni¢ ja zdolng do oddziatywania z inng pulg partneréw biatkowych niz w przypadku apo-N1.
Co wiecej, ze wzgledu na wysoka homologie Nukleobindyn moze by¢ to wlasciwos$¢ uniwer-
salna i obecna u pozostalych homologéw N1 oraz NLP, co z kolei mogtoby stanowi¢ jeden
z poziomoOw regulacji ztozonej aktywnosci biologicznej Nukleobindyn. Co ciekawe, podczas
analizy obserwowano trzeci szeroki szczyt wskazujacy na agregacje gN1, ktdrego nie zaobser-
wowano dla homologu ludzkiego. Ponownie zatem uwidoczniono réznicg w skutkach wywo-
tywanych przez wigzanie Zn(II) na homologi N1. Ponadto, obecno$¢ agregatoéw wptyneta row-
niez na zmiang stosunku pdl powierzchni dwéch gtéwnych szczytow z 1:1 obserwowanego dla
hN1 do 1:2 dla gN1. Ponadto agregacja gN1 mogtaby réwniez czeSciowo odpowiadaé za
zmniejszenie kooperatywnos$ci krzywej dopasowanej podczas pomiaréw CD. Rdznice pomig-
dzy dystrybucja wspoiczynnika c(s) obserwowano takze pomiedzy hN1/2 1 gN1/2. Wplyw jo-
néw Zn(Il) byt bardziej uwydatniony dla gN1/2; wystapito przesunigcie wspdtczynnika soo,w)
wzgledem stanu apo- wraz z réwnoleglym pojawieniem si¢ niewielkiej populacji dimerow
o szerokim szczycie. Silniejsza tendencja kurzych homologoéw do oligomeryzacji i/lub agrega-
cji pozostaje w zgodnosci z wynikami opisanymi dla hNucb2 oraz gNucb?2 przez Bystranowska

1 wsp. [46].
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Innym przyktadem hormonu, ktorego struktura czwartorzedowa modulowana jest przez
jony Zn(II) jest insulina. Hormon ten w nieobecnos$ci jonéw Zn(II) tworzy monomery i dimery
przy matym stezeniu biatka. Duze stezenie insuliny skutkuje z kolei powstaniem heksamerow
hormonu stabilizowanych przez jony Zn(II) [252]. W komorkach B-trzustki insulina oraz Zn(II)
sg magazynowane razem w pecherzykach wydzielniczych, gdzie obie czasteczki osiggaja mili-
molarne st¢zenia [253]. Warto w tym miejscu takze przypomnie¢, iz Nucb2/N1 stymuluja se-
krecj¢ insuliny (Rozdzial 1.2.4.1). Innym hormonem ulegajacym dimeryzacji pod wptywem
jonéw Zn(II) jest hormon wzrostu [254]. Obie czasteczki sg obecne w neuronalnych pecherzy-
kach wydzielniczych, gdzie stezenie jonéw Zn(Il) ponownie si¢ga wartosci milimolarnych
[255]. Opisany wptyw jondw Zn(II) oraz wysokiego zaggszczenia przytoczonych hormondéw
na ich stan oligomeryczny wydaje si¢ dobrze wpisywa¢ w kontekst wynikow omowionych do
tej pory dla nesfatyn. Co ciekawe, wymienione hormony maja rdwniez tendencj¢ do tworzenia

agregatow, co omowiono szczegdtowiej w dalszej czesci tego rozdziatu.

5.3.2.3 Réznice w oddziatywaniu jonow Zn(l1) z ludzkg i kurzg N1 oraz N1/2

Opisane dotad zmiany strukturalne nesfatyn indukowane jonami Zn(II) wplynety row-
niez na rdéznice profili produktow proteolizy (Rozdzial 4.6). Homologi holo-N1 oraz holo-
hNucb2 cechowaty si¢ zwigkszong odpornoscia na proteolize w poréwnaniu do ich form apo-.
Stan ten jest najprawdopodobniej wynikiem zaleznej od jonow Zn(II) strukturyzacji homolo-
gow holo-N1. Co jednak ciekawe, homologi N1 byly degradowane zaskakujaco wolno jak na
IDPs w poréwnaniu do biatka petnej dlugosci przy tym samym stosunku e/s, co obserwowano
zar6wno w badaniach opisanych tutaj jak 1 przez Skorupska 1 wsp. [41]. Dopiero po pigciokrot-
nym zwigkszeniu zawartosci trypsyny obserwowano catkowity zanik pasm pochodzacych
od N1 1 mozliwa byta pelna obserwacja wptywu jonow Zn(II) na strukture bialek. Powyzsze
wyniki sugeruja, iz in vivo N1 moze cechowac¢ si¢ wysoka odporno$cig na degradacje. Roznice
w podatnosci na proteolize majg zatem niewatpliwie odzwierciedlenie w roznych funkcjach
biologicznych petnionych przez Nucb?2 i produkty jej degradacji. Ponadto, w profilach produk-
tow proteolizy homologéw N1 obserwowano pasmo o zmniejszonej ruchliwosci elektrofore-
tycznej w stosunku do biatka podstawowego. Ze wzgledu na zbyt niska MW, wykluczono by
produkt ten byl wynikiem utworzenia adduktu acylo-enzymu [211]. Identyfikacja przy pomocy
MS wskazata natomiast, iz pasmo to pochodzito w catosci od N1. Zwigkszona retardacja
w zelu moze by¢ zatem wynikiem utraty szczatkowej struktury i intensyfikacja wiasciwosci
IDPs, a w szczeg6lno$ci mniej wydajnym wigzaniem SDS [32]. Wniosek ten wydaje si¢ wyjat-

kowo zasadny biorac pod uwage znaczny wptyw otoczenia na struktur¢ nesfatyn oraz fakt, iz
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kazde ,,wyciecie” fragmentu z sekwencji Nucb2 skutkowalo dotad obserwacja innych wtasci-
wosci molekularnych produktéw. Co wigcej, powstaly produkt dla hN1 wykazywat stabsze
wigzanie CBB w porownaniu do gN1, ktory z kolei byt degradowany szybciej w poréwnaniu
do homologu ludzkiego. Wskazuje to ponownie na réznice strukturalne pomiedzy homolo-
gami. Roznice w profilu produktow proteolizy obserwowano rowniez dla homologéw N1/2. Co
ciekawe, efekt jonow Zn(Il) byt w tym przypadku odwrotny w stosunku do efektu opisanego
powyzej dla homologéow N1. Homologi holo-N1/2 byly bowiem procesowane szybciej w sto-
sunku do ich form apo-. To z kolei moze wyjasnia¢ destabilizacje¢ N1/2 pod wptywem Zn(II)
oraz jest zgodne z obserwowang ekspozycja szkieletu gtownego podczas HDX-MS (tekst po-
nizej).

Wyniki ITC (Rozdzial 4.7) potwierdzity zdolno$¢ ludzkich homologdéw nesfatyn
do wigzania jonow Zn(Il). Mechanizm ich wigzania dla hN1 i hN1/2 okazat si¢ jednak od-
mienny. W przypadku hN1 byt to proces sterowany entropowo, co wskazywalo iz jest on moz-
liwy termodynamicznie ze wzgledu na zachodzace zmiany konformacyjne i/lub oligomeryza-
cj¢ neuropeptydu [256]. Uzyskane wyniki pozostawaty zatem w wysokiej zgodnosci z wyni-
kami CD oraz SV-AUC. W przypadku hN1/2 wigzanie jondw Zn(Il) cechowalo si¢ znacznie
wiekszym udzialem czynnika entalpowego i byto bardziej korzystne termodynamicznie. Nie-
mniej jednak, udzial czynnika entropowego wciagz byt znaczacy. Wynika to najpewniej z cze-
sciowej ekspozycji szkieletu glownego obserwowanej podczas HDX-MS (tekst ponizej). Co
ciekawe, wyznaczona stechiometria wigzania wyniosta 2:1 (Zn(hN1/2)2) mimo, iz podczas SV-
AUC nie obserwowano dimeryzacji biatka. Moze to wynika¢ cze$ciowo z destabilizacji oraz
precypitacji i/lub agregacji homologdéw N1/2 obserwowanych podczas wszystkich wykonanych
eksperymentoéw. Warto podkresli¢, iz podobne wyniki obserwowano dla kurzych homologow,
jednak ze wzgledu na brak osiggniecia stabilnej linii bazowej i/lub wytracanie si¢ biatek wia-
rygodna interpretacja otrzymanych danych byta niemozliwa. Ponadto, r6znice w wigzaniu jo-
noéw Zn(Il) byly takze obserwowane podczas ITC dla ludzkich i kurzych homologéw Nucb2

[46] oraz N3 [60]. Ponownie zatem wydaje si¢ by¢ to cecha zachowana pomiedzy homologami.

Powinowactwo nesfatyn do jonéw Zn(II) badano réwniez przez konkurencyjne mia-
reczkowanie chromoforu Zincon (Rozdzial 4.8). Zar6wno hN1 jak i gN1 konkurowaty z tym
chromoforem o jony Zn(II). Niemniej jednak, wyznaczone warto$ci Kq znaczaco odbiegaty
od pozostatych, co prawdopodobnie jest wynikiem istnieniem bardziej ztozonego faktycznego
modelu opisujgcego oddziatywanie neuropeptydow z kompleksem ZIxZn i/lub ich oddziaty-

waniem z chromoforem. Co ciekawe, sposréd homologéw N1/2 wyltacznie homolog ludzki
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konkurowat z Z1xZn o jony Zn(II). To z kolei moze by¢ wynikiem znacznie mniejszego stopnia
ekspozycji szkieletu gtownego apo-gN1/2 we fragmentach wigzacych jony Zn(Il) (uwidocz-
nionej przy pomocy HDX-MS), co z kolei uniemozliwiloby optymalne oddziatywanie biatka

z kompleksem ZIxZn 1 dysocjacje jonu z kompleksu.

Ludzkie i kurze homologi cechowaty si¢ réwniez réznicami w zdolnosci do wigzania
ANS (Rozdzial 4.9.1). W przypadku hN1 obserwowano wzrost RFU indukowany stezeniem
jonéw Zn(II), ktory jednoczesnie byt wynikiem stopniowej strukturyzacji neuropeptydu i utwo-
rzeniem hydrofobowych kieszeni zdolnych do wigzania fluoroforu. Dopasowanie RFU przy
486 nm w funkcji stezenia jonéw Zn(Il) pozwolito dodatkowo na wyznaczenie pozornej statej
dysocjacji, ktorej warto$¢ pozostawata w wysokiej zgodnos$ci z jej warto§ciami otrzymanymi
innymi metodami. W przypadku hN2 oraz hN1/2 réwniez obserwowano poczatkowy wzrost
wartosci RFU, po czym po przekroczeniu progowej wartosci stezenia jonow Zn(II) obserwo-
wano jej zanik. Otrzymane dane i ich analogiczne dopasowanie dla hN2 potwierdzito hipotezg¢
wigzania przez nig jonow Zn(Il), co postulowano na podstawie wynikow CD, SV-AUC 1 ITC
oraz umozliwilo estymacje Kq4. Co ciekawe, najwigksza kooperatywnos¢ dopasowanej krzywe;j
obserwowano dla hN1/2. Stan ten moze by¢ wynikiem przeciwstawnych wtasciwosci pocho-
dzacych od fragmentoéw N1 oraz N2 bedacych w swoim otoczeniu. Jednoczesnie warto§¢ wy-
znaczonej stalej dysocjacji wykazywata wysoka zgodno$¢ z pozostatymi wynikami otrzyma-
nymi dla hN1/2. Kurze homologi N1oraz N1/2 nie wykazywaty natomiast zdolno$ci do wigza-
nia fluoroforu, co podkresla roznice w ich strukturze, mechanizmie 1 efektach oddziatywania
homologdéw z jonami Zn(Il). Dodatkowo, stan ten moze wynika¢ z wigkszej ekspozycji kie-
szeni hydrofobowych homologéw holo-N1/2 i/lub zwigzanego fluoroforu do rozpuszczalnika,

co skutkowato wygaszeniem fluorescencji ANS.

5.3.2.4 Ludzkie i kurze homologi N1 oraz N1/2 zawierajg motyw amyloidowy

Pomiary zmian fluorescencji ThT w czasie (Rozdzial 4.9.2) wykazaty brak agregacji
apo- 1 holo-gN1. Intensywno$¢ fluorescencji ThT w obecno$ci apo-gN1 cechowata si¢ warto-
$cig na poziomie emisji fluoroforu w buforze, co wskazywato na brak wigzania sondy. W obec-
nosci holo-gN1 zaobserwowano natomiast znaczne zwigkszenie NFU, ktora dla probek zawie-
rajacych trypsyne zmniejszata si¢ w hiperboliczny sposob. Wynik ten wykazat, iz pojawienie
si¢ produktu o wyzszej] MWapp nie bylo zwigzane nastepnie z tworzeniem struktur amyloido-
wych. Niemniej jednak, wysoka poczatkowa wartos¢ NFU dla probek zawierajacych holo-gN1
wskazywala na obecno$¢ motywu rozpoznawanego przez fluorofor, ktory jest uzywany ruty-

nowo jako sonda specyficzna wobec struktur amyloidowych [216,221]. Wlasciwo$¢ ta zostata
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zbadana szerzej przy pomocy pomiaréw fluorescencji w stanie ustalonym dla ThT w obecnosci
ludzkich 1 kurzych homologéw N1 oraz N1/2 w obecnosci zmiennego st¢zenia jonéw Zn(II).
Co ciekawe, wplyw jondw Zn(II) na emisj¢ ThT w obecnos$ci homologéw holo-N1 oraz holo-
N1/2 byt rozbiezny; w przypadku homologéw N1 obserwowano silny wzrost RFU zalezny
od stezenia jonéw Zn(Il), podczas gdy dla homologow N1/2 obserwowano stopniowy spadek
wartos$ci RFU. Ponadto, dopasowanie krzywoliniowe danych dla homologéw N1 ponownie
umozliwilo estymacje Kgq, ktorych wartosci wykazywaty wysoka zgodno$¢ z warto$ciami
otrzymanymi dotychczas opisanymi metodami. Pokazano zatem dla obu homologéw N1,
1Z utworzenie motywu amyloidowego jest indukowane jonami Zn(Il). Z drugiej strony, wyniki
otrzymane dla homologéw N1/2 nie wykazywaty trendu, ktéory mozna byto dopasowac do zad-
nego testowanego modelu. Spadek RFU moze by¢ natomiast ponownie spowodowany ekspo-
zycja miejsc wigzacych sonde do rozpuszczalnika pod wptywem jonow Zn(Il) i wygaszeniem
fluorescenc;ji.

Majac na uwadze powyzsze wyniki oraz lokalizacj¢ Nucb2/N1 w CUN jest zatem moz-
liwe, iz uczestnicza one w patogenezie chordb neurodegeneracyjnych. W zwiazku z powyz-
szym, Nucb2/N1 by¢ moze przejawia aktywno$¢ czaperoninowa, jak w przypadku Nucbl
[257], 1 przez przyjecie odpowiedniej konformacji wigze si¢ do protofibryli amyloidowych ha-
mujac proces amyloidogenezy. Niewatpliwie konieczne sa dalsze badania w celu ustalenia
czy homologi Nucb2/N1 wykazuja wlasciwos$ci zapobiegajace czy promujace amyloidegeneze
jak w przypadku innych Zn(II)-zaleznych biatek, takich jak amyloid S [258] czy a2-makroglo-
bulina [259]. Warto takze doda¢, iz insulina [260] oraz hormon wzrostu [261] réwniez sg zdolne
do tworzenia struktur amyloidowych, przy czym w przypadku insuliny jony Zn(I) zdaja si¢
hamowac proces tworzenia fibryli [260]. Niemniej, jony Zn(II) s kluczowe dla $cistego upa-
kowania hormonow w pecherzykach wydzielniczych: w postaci heksamerow dla insuliny [260]
1 struktur amyloido-podobnych w przypadku hormonu wzrostu [261]. W rzeczywisto$ci wiele
hormonow jest magazynowanych w wysokim stezeniu w pecherzykach wydzielniczych w po-
staci funkcjonalnego amyloidu, co ulatwia ich przechowywanie, sortowanie i sekrecje [262].
Stad tez konieczne sg dalsze badania w celu ustalenia doktadnej natury amyloidegennych wia-

sciwosci Nucb2/N1.

5.3.2.5 Janusowy wplyw jonow Zn(Il) na ludzkq i kurzg N1 oraz N1/2
Eksperymenty HDX-MS (Rozdzial 4.10) ponownie ujawnity homologi apo-N1 jako
silnie nieustrukturyzowane biatka, przez co profile ich wymiany izotopowej cechowaty si¢ nie-

mal catkowita wymiang H/D na catej dlugosci sekwencji juz po 10 s. Z drugiej strony,
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w obecnosci jondw Zn(Il) region M30 oraz w mniejszym stopniu koniec C zostaly zidentyfi-
kowane jako regiony o spowolnionej wymianie H/D w stosunku do stanu apo-. Ma to szcze-
gdlne znaczenie ze wzgledu na wysoki stopien zachowania w toku ewolucji 1 biatkach z rodziny
Nucb2 anoreksygenicznego rdzenia M30. Co ciekawe, region zawierajacy sekwencje
HFREX,H [47] przewidziang jako rejon wigzacy jony Zn(I) byt o wiele mniej chroniony przed
wymiang w stosunku do regionu R/KQVIDVL wykazujacego podobienstwo do AgRP, ktory
jednoczes$nie stanowi kluczowa cze$¢ rdzenia anoreksygenicznego fragmentu M30 [125].
W zwiazku z powyzszym jest mozliwe, iz fragment M30 stanowi powierzchni¢ oligomeryzacji

1 w konsekwencji wptywa na i/lub ogranicza wtasciwos$ci anoreksygeniczne neuropeptydu.

Z drugiej strony w przypadku homologéow N1/2 zidentyfikowano trzy regiony o zwigk-
szonej wymianie izotopowej pod wptywem jonow Zn(II). Co ciekawe, regiony te odpowiadaly
réwniez zwigkszonej wymianie H/D obserwowanej na konicu N homologéw Nucb2 [46]. Po-
nadto, te same regiony apo-gN1/2 co apo-gNucb2 cechowaty si¢ zwigkszong protekcja w sto-
sunku do apo-hN1/2 i apo-hNucb2, co skutkowato réznicami w wymianie widocznymi nawet
po uplywie 2,5 h. W zwigzku z powyzszym pojawia si¢ pytanie czy wysoka niedostepnos¢ re-
gionéw M30 w prekursorowych formach apo- cechuje si¢ tym samym potencjatem anoreksy-
genicznym co N1. Najwiekszy stopien ekspozycji byt obserwowany w rejonie obejmujacym
6096 reszty aminokwasowe obu homologéw N1/2, co jest szczegdlnie istotne ze wzgledu
1z zawiera on miejsce rozpoznawane przez PCs. Fakt ten dodatkowo ugruntowuje strukturalng

role N2, ktoéra wydaje si¢ regulowac aktywnos¢ 1 lokalizacje Nucb2/nesfatyn.

Jak wspomniano we Wprowadzeniu, koniec N Nucbl bogaty w reszty Leu/Ile zostat
niedawno zidentyfikowany jako nowy motyw retencji w GA, gdzie dojrzewaniu podlega row-
niez PC1/3. Ponadto GA jest jednym z magazynéw komoérkowego Zn(Il), zwlaszcza w przy-
padku komorek sekrecyjnych takich jak komorki B trzustki [263]. W zwiazku z wysoka homo-
logig sekwencji pomigdzy Nucbl 1 Nucb2/N1/2 mogtyby one podlegaé procesowaniu w tym
organellum a zwigzana z tym utrata motywu retencji GA inicjowac transport wewnatrzkomor-
kowy 1/lub pakowanie N1, N2 1 NLP do granul wydzielniczych (gdzie jony Zn(II) réwniez sa
obecne wysokim stezeniu) i ich sekrecje zewnatrzkomorkowa. To z kolei mogloby przektadaé
si¢ na czg$¢ obserwowanych wilasciwosci auto- i parakrynnych ortologéw. Ponadto, steZenie
Zn(Il) w komorce jest Scisle regulowane iutrzymywane w nanomolarnym zakresie [264]
a wzrost stezenia cytozolowego Zn(Il) jest zwigzany zich redystrybucja do ERm oraz GA
[265]. Niemniej jednak, w GA [263] oraz w przestrzeniach synaptycznych neuronow glutami-

nergicznych [266] stezenie wolnego Zn(II) moze osigga¢ warto$ci mikromolarne. Neurony
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glutaminergiczne obecne sg m. in. w uktadzie limbicznym, ktorego cze$¢ stanowig HYP oraz
AG [267]. Aktywnosci synaptycznej neurondw glutaminergicznych towarzyszy réwniez wy-
rzut jondw Zn(Il) [268]. Z drugiej strony, zaburzenia homeostazy Zn(Il) moga prowadzié¢
do neurotoksycznosci i/lub stymulowac¢ procesy neurodegeneracyjne takie jak rozwo6j AD
[269]. HYP oraz AG sa takze jednym z miejsc ekspresji Nucb2/N1 [270]. W zwigzku z powyz-
szym udziat Nucb2/nesfatyn w regulacji procesow poznawczych, odpowiedzi na stres oraz de-
presji mozne by¢ w czesci Zn(Il)-zalezny [85]. Co wigcej, wspomniana lokalizacja obu pepty-
doéw w miejscach o wysokim stezeniu jonow Zn(Il) moglaby rowniez czgsciowo wyjasnia¢ wy-

sokie wartosci wyznaczonych K4 in vitro w ponizszej pracy.
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Wyniki przedstawionych badan pozwolily na scharakteryzowanie ludzkich 1 kurzych
homologdéw N1, N2 oraz N1/2 bedacych produktami proteolitycznego procesowania konca N
Nucb2. Sposréd powyzszych biatek rola fizjologiczna zostata poznana jedynie dla Nucb2/N1,
podczas gdy rola pozostalych nesfatyn wciaz pozostaje niezbadana. Dodatkowo, niewiele jest
réwniez doniesien w literaturze na temat relacji struktura-funkcja nesfatyn. Z tego wtasnie po-
wodu przeprowadzone analizy skupialy si¢ na wlasciwosciach molekularnych nesfatyn oraz

wplywie jondw metali dwuwarto$ciowych na ich strukture.

Wyniki analiz in silico, spektroskopii CD, SV-AUC oraz HDX-MS wskazaly na niemal
w petni nieuporzadkowany charakter ludzkich i kurzych homologoéw apo-N1, ktore cechowaty
si¢ silnie wydluzonym ksztaltem. Struktura ta kontrastowata z bardziej globularng struktura
hN2 oraz ludzkich i kurzych homologow N1/2, zawierajacych przeplatajace si¢ regiony globu-
larne 1 IDRs. Zarowno hN2 oraz hN1/2 i gN1/2 wykazywaly mozaikowata budowe o elipsoi-
dalnym ksztatcie. Wszystkie powyzsze biatka cechowata wysoka zawarto§¢ IDRs, ze wzgledu
na co zakwalifikowano je jako cztonkow rodziny IDPs. Warto tutaj podkresli¢, iz uzyskane wy-
niki sugerowaly szczegdlna role fragmentu N2, ktory potaczony z N1 zmienial jego wlasciwo-
sci molekularne. Procesowanie Nucb2/N1/2 in vivo i uwolnienie IDPs N1 niewatpliwie stanowi
zatem jeden z poziomow regulacji tych wielofunkcyjnych biatek. Dodatkowo wykazano,
1z struktura 1 wtasciwosci homologdéw N1/2 nie sg prosta sumg jej sktadowych peptydoéw a izo-
lowane fragmenty N1 oraz N2 nie oddziatujg ze soba odtwarzajac strukture prekursora. Po-
nadto, struktura form apo-nesfatyn jest silnie zachowana w toku ewolucji i silnie zalezna

od otoczenia.

Eksperymenty przeprowadzone w obecnosci jonow metali dwuwarto$ciowych wyka-
zaly potencjalne zaangazowanie nesfatyn w homeostazie jonow Zn(Il). Wigzanie jonoéw Zn(II)
jest wlasciwoscig silnie zachowang w toku ewolucji 1 wydaje si¢ by¢ cechg uniwersalng nesfa-
tyn. Ponadto jony Zn(Il) silnie wptywaly na wiasciwosci i strukture wszystkich badanych ho-

mologéw nesfatyn. Niemniej jednak widoczne byly roéwniez roznice w sposobie ich
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oddziatywania z jonami Zn(II), co pomimo wysokiej homologii biatek wskazuje na mozliwo$¢
istnienia funkcji nesfatyn specyficznych dla danego organizmu. Ludzkie i kurze homologi holo-
N1 wykazywaty zalezne od jonéw Zn(II) przejscie ich struktury od nieuporzadkowanej do upo-
rzagdkowanej wraz ze zmiang ich stanu oligomerycznego. Przy czym homolog kurzy cechowat
si¢ dodatkowo wigksza tendencjg do agregacji w poréwnaniu do homologu ludzkiego. Roznice
strukturalne stanow holo-N1 pomigdzy homologami dodatkowo skutkowaty rozbieznym od-
dzialywaniem z ANS. Co istotne, region M30 zostat zidentyfikowany jako uczestniczacy
w strukturyzacji ludzkiej i kurzej N1, co sugeruje mozliwos¢ czgsciowej inhibicji ich dziatania
anoreksygenicznego. Co wiegcej, homologi holo-N1 posiadaja motyw amyloidowy wigzacy
ThT, co wskazuje na ich mozliwy udziat w procesach neurodegeneracyjnych. Istotne zatem mo-
gly by by¢ badania wptywu N1 na kinetyke agregacji znanych bialek amyloidowych, takich jak
tau, AP lub transtyretyna, zwlaszcza bioragc pod uwage czaperoninowa funkcje Nucbl w two-
rzeniu fibryli amyloidowych. Badaniami wartymi uwagi jest rowniez ustalenie formy przecho-
wywania N1 w pecherzykach wydzielniczych i czy jest ona podobna do amyloidu tak jak np.
w przypadku wspomnianego juz hormonu wzrostu. Z drugiej strony jony Zn(Il) wywotywaty
silng destabilizacje hN2 oraz homologéw N1/2 zwigzang z ekspozycja trzech regionéw form
prekursorowych. Ponownie obserwowano takze roznice w wigzaniu ANS oraz chromoforu Zin-
con pomig¢dzy homologami. Dodatkowo, w przeciwienstwie do hN1/2 obserwowano oligome-
ryzacje gN1/2 pod wptywem jondéw Zn(II). Ekspozycja regionu zawierajgcego miejsce rozpo-
znawane przez PCs jest szczegdlnie istotna, gdyz sugeruje ona, iz procesowanie prekursora
moze by¢ zalezne od jonow Zn(II).

Wstepne proby krystalizacyjne wskazaly na otrzymanie precypitatdéw oraz potencjal-
nych mikrokrysztatow hN1 w nieobecnosci (Rys. S17A-J) i obecnosci jondéw Zn(Il) (Rys.
S18A-J). Warto réwniez podkresli¢ wysoka tendencje do agregacji apo- (Rys. S17L) 1 holo-
hNT (Rys. S18L) w obecnosci jondw Cd(II) oraz wysokiej sity jonowej (1M NaOAc). Co wig-
cej, zaobserwowano réwniez potencjalne rozdzielenie faz ciecz-ciecz (LLPS, ang. liquid-liquid
phase separation) w obecno$ci wysokiego stezenia 2-metylo-2,4-pentadiolu dla probek
w obecnosci (Rys. S17L) 1 nieobecnosci jonéw Zn(II) (Rys. S18L). Nieco lepsze efekty przy-
niosty proby krystalizacji hN1/2 (Rys. S19), ktére prowadzono we wspotpracy z Matopolskim
Centrum Biotechnologii. Warto zatem rozwazy¢ dalsza optymalizacj¢ warunkow i/lub ekspre-
sj¢ N1 1/lub N1/2 w fuzji z innym biatkiem w celu zwigkszenia jej stabilnos$ci i otrzymania
krysztatow odpowiedniej jakosci do eksperymentow XRD. Niemniej jednak, z wykorzystaniem
takich technik jak mikrokrystaliczna dyfrakcja elektronowa (microED, ang. microcrystal elec-

tron diffraction) mozliwe byloby wykorzystanie mikrokrysztaldéw do opisu strukturalnego.
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Ponadto warto réwniez zbada¢ bardziej wnikliwie wplyw jonéw Cd(II) 1 wysokiej sity jonowej
na proces agregacji. Dalsze badania nad LLPS hN1 oraz hN1/2 réwniez jest zagadnieniem war-
tym dalszej uwagi.

Uzyskane wyniki kompleksowej analizy strukturalnej nesfatyn pozwolity na przedsta-
wienie funkcji nesfatyn w nowym $§wietle, ktore moze pozwoli¢ na lepsze zrozumienie ich sze-
rokiej roli fizjologicznej. Ponadto, badania wykonane podczas realizacji projektu stanowig fun-
dament do dalszych badan nad relacjg struktura-funkcja nesfatyn. Wiedza o funkcjonalnej roli
Nucb2/N1 jest systematycznie poglgbiana, podczas gdy rola pozostatych nesfatyn wciaz jest
niepoznana. W zwiazku z powyzszym, na podstawie uzyskanych wynikéw, niewatpliwie dal-
sza analiza powinna obejmowac zbadanie strukturalnej roli N2 ijej wplywu na lokalizacje
Nucb2/N1/2 in vivo. Ponadto zbadanie wptywu PTM nesfatyn na ich strukture i oddzialywanie
z jonami Zn(II) jest rowniez bardzo interesujaca perspektywa. Okreslenie znaczenia oddziaty-
wania nesfatyn z jonami Zn(II) na petlnione przez nesfatyny funkcje jest rowniez obszarem jak
dotad niezbadanym. Wreszcie pomiary SAXS, wzajemnie powigzanej spektrometrii mas (XL-
MS, ang. cross-linking mass spectrometry) i/lub NMR mogly by pozwoli¢ na glebsze zrozu-
mienie dynamiki molekularnej biatek i/lub przyblizenie struktury atomowej form apo- i holo-

peptydow.
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&

‘ SEKWENCJE REKOMBINOWANYCH NESFATYN

Kolorem pomaranczowym zaznaczono znacznik 6-histydylowy, niebieskim sekwencje
rozpoznawang przez proteaz¢ HRV3C, szarym pozostale reszty pochodzace z wektora, kolorem

czarnym oznaczono sekwencje nesfatyn.

gN1; 106 reszt aminokwasowych
MRGSHHHHHHGSAGLEVLFQY GPELVPIDIDKTKVKGEGHVEGEKIENPDTGLYYDEYLRQVIDVLETDK
HFREKLQTADIEEIKSGKLSRELDLVSHHVRTRLDEL

gN2; 103 reszty aminokwasowe
MRGSHHHHHHGSAGLEVLFQY GPELQEVARLRMLIKAKMDSVQDTGIDHQALLKQFEHLNHQNPDTF
EPKDLDMLIKAATSDLENYDKTRHEEFKKYEMMKEHE

gN1/2; 187 reszt aminokwasowych

MRGSHHHHHHGSAGLEVLFQY GPELVPIDIDKTKVKGEGHVEGEKIENPDTGLYYDEYLRQVIDVLETDK
HFREKLQTADIEEIKSGKLSRELDLVSHHVRTRLDELKRQEVARLRMLIKAKMDSVQDTGIDHQALLKQFEH
LNHQNPDTFEPKDLDMLIKAATSDLENYDKTRHEEFKKYEMMKEHE

hNT1; 106 reszt aminokwasowych
MRGSHHHHHHGSAGLEVLFQY GPELVPIDIDKTKVQNIHPVESAKIEPPDTGLYYDEYLKQVIDVLETDKH
FREKLQKADIEEIKSGRLSKELDLVSHHVRTKLDEL

hN2; 103 reszty aminokwasowe
MRGSHHHHHHGSAGLEVLFQY GPELQEVGRLRMLIKAKLDSLQDIGMDHQALLKQFDHLNHLNPDKFE
STDLDMLIKAATSDLEHYDKTRHEEFKKYEMMKEHE

hN1/2; 187 reszt aminokwasowych

MRGSHHHHHHGSAGLEVLFQY GPELVPIDIDKTKVQNIHPVESAKIEPPDTGLYYDEYLKQVIDVLETDKH
FREKLQKADIEEIKSGRLSKELDLVSHHVRTKLDELKRQEVGRLRMLIKAKLDSLQDIGMDHQALLKQFDHL
NHLNPDKFESTDLDMLIKAATSDLEHYDKTRHEEFKKYEMMKEHE
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MATERIALY DODATKOWE
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Rys. S1 Optymalizacja zawartos$ci imidazolu podczas oczyszczania hN1
Profile elucji hN1 podczas IMAC z wykorzystaniem imidazolu w buforze ptuczacym 0 stgzeniu (A) 35 mM; (B)
50 mM. W1-W10 — frakcje zebrane podczas zwalniania biatek niespecyficznie zwigzanych do ztoza. E1-E10 —
frakcje zbierane podczas elucji wszystkich biatek zwigzanych do ztoza.
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Rys. S2 Profile elucji hN1 i hN1/2 podczas SEC
Profile elucji (A) hN1 oraz (B) hN1/2 podczas analitycznego rozdziatu na kolumnie Superdex 75 Increase 10/300
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stawu IDPs na podstawie [32].
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Rys. S3 Wykres podwojnych MRE
Wykres przedstawia wartosci MRE przy 200 i 222 nm ludzkich i kurzych homologow apo-N1 (romby) oraz ze-
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Rys. S4 Widma CD nesfatyn w obecnosci jonow Ca(ll)
Widmo CD (A) hN1 (czarna linia); (B) hN2 (czerwona linia); (C) hN1/2 (niebieska linia); (D) gN1 (czarna linia);
(E) gN1/2 (niebieska linia) w obecnosci Ca(Il) (10 mM). Czarng przerywana linig oznaczono widmo odpowied-
nich nesfatyn w obecnosci EDTA (5 mM).
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Rys. S5 SV-AUC ludzkich nesfatyn w obecnosci jonéw Ca(ll)
Eksperymenty SV-AUC prowadzono w obecnosci 10 mM Ca(II) (linie czarne, czerwone lub niebieskie) lub 5 mM
EDTA (szare linie). Dystrybucja wspotczynnika sedymentacji c¢(s) dla biatka: hN1 (A); hN2 (C); hN1/2 (D).

hN1
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Rys. S6 SV-AUC hN1 w obecnosci 300 uM Zn(Il)
Dystrybucja wspotczynnika sedymentacji ¢(s) hN1 w obecnosci 300 uM Zn(II) (czarne linie) lub 5 mM EDTA
(szare linie).
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Tab. S1 Parametry hydrodynamiczne ludzkich i kurzych homologéw nesfatyn

MW.
Biatko Zwigzek  c[mg/ml]  rmsd x10°  s@ow) [S] f/fo Rn [nm] [kD:ip
1,42 2,32 14,5 (54%)
0,7 6,58 1,42
2,08 2,80 25,9 (46%)
1,30 2,02 11,7 (53%
hN1 EEDh) 1,0 6,98 1,34 (53%)
ZnCl 2,14 2,59 24,5 (47%)
1,25 2,03 11,3 (53%)
1,3 7,54 1,36
2,14 2,65 25,2 (47%)
A hN1 + ANS B hN2 + ANS
18 = 486 I
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S‘ -
< 12 -
r:e i
x g -
x
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3
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2 10 -
=)
x
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4
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Rys. S7 Widma emisyjne ANS w obecnosci nesfatyn
Widma emisyjne ANS rejestrowano w obecnosci (A) hN1; (B) hN2 i (C, D) hN1/2 miareczkowanych jonami
Zn(11) w stezeniu opisanym W legendzie kazdego panelu. Linig czarng przedstawiono intensywno$¢ emisji ANS
w buforze (bf).

Strona 140 z 182



Zalgcznik
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Rys. S8 Analiza SDS-PAGE produktow proteolizy hNucb2 z udziatem trypsyny
K1, K2 — probki kontrolne nie zawierajace trypsyny pobrane odpowiednio na poczatku i koncu eksperymentu; M
standard biatkowy PageRuler Broad Range (Rozdzial 3.1.4.7); 0-210 — probki pobrane w interwatach czasowych
podanych u gory kazdego panelu w minutach. Biatko pelnej dlugosci bylo inkubowane z trypsyna w stosunku
masowym enzym:substrat (e/s) rownym 1:5000 w obecnosci EDTA (A) lub 300 uM Zn(II) (B).

A +EDTA +Zn(1l) gNn124h B +EDTA +Zn(ll) gN148h
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Rys. S9 Analiza SDS-PAGE produktow proteolizy gN1 z udziatem trypsyny
Probki inkubowano przed reakcja 0 h (A) lub 24 h (B) w obecnosci EDTA lub 500 uM Zn(II), po czym poddawano
proteolizie z udziatem trypsyny w stosunku masowym 1:1000 (e/s). K1, K2 — probki kontrolne pobrane na po-
czatku i koncu inkubacji; M — standard biatkowy PageRuler Broad Range (Rozdziatl 3.1.4.7); 0-48h — probki po-
brane w interwatach czasowych zgodnych z opisanym u gory paneli.
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Rys. S10 Widma emisyjne ThT w obecnosci ludzkich i kurzych homologéw nesfatyn

Widma emisyjne ThT rejestrowano w obecnosci (A) hN1; (B); gN1; (C) hN1/2; (D) gN1/2 miareczkowanych
Zn(1l) o stezeniu podanym w legendzie kazdego panelu. Linig czarng przedstawiono RFU fluoroforu w buforze

(bf).
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Zalgcznik

GPELVPIDIDKTKVQNIHPVESAKIEPPDTGLYYDEYLKQVIDVLETDKHFREKLQKAD I
9 18 27 36 45 54

EEIKSGRLSKELDLVSHHVRTKLDEL
63 72 81

Razem: 70 peptydow; 100% pokrycia sekwencji aa.; redundancja: 9,49

Rys. S11 Mapa pokrycia sekwencji aminokwasowej hN1

GPELVPIDIDKTKVQNIHPVESAKIEPPDTGLYYDEYLKQVIDVLETDKHFREKLQKADII

9 18 27 36 45 54
I I R
R
— — —
I S N
e —— e E— —
————————
S
T
EEIKSGRLSKELDLVSHHVRTKLDELKRQEVGRLRML IKAKLDSLQDIGMDHQALLKQFD

117
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N
o
=
©
o
©
w
-
o
®

HLNHLNPDKFESTDLDML I KAATSDLEHYDKTRHEEFKKYEMMKEHE
135 144 153 162

=y
N
D

Razem: 106 peptydow; 100% pokrycia sekwencji aa.; redundancja: 7,87

Rys. S12 Mapa pokrycia sekwencji aminokwasowej hN1/2

EEIKSGKLSRELDLYSHHVRTRLDEL

(=]
w
~
]
[e-]
g

Razem: 68 peptydow; 100% pokrycia sekwencji aa.; redundancja: 10,29

Rys. S13 Mapa pokrycia sekwencji aminokwasowej gN1
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GPELVPIDIDKTKVKGEGHVEGEKIENPDTGLYYDEYLRQVIDVLETDKHFREKLQTADII
9 18 27 36 45 54

EEIKSGKLSRELDLVSHHVRTRLDELKRQEVARLRMLIKAKMDSVQDTGIDHQALLKQFE
63 72 81 90 99 108 117

HLNHQNPDTFEPKDLDML I KAATSDLENYDKTRHEEFKKYEMMKEHE
126 135 144 153 162

Razem: 96 peptydow; 100% pokrycia sekwencji aa.; redundancja: 7,47

Rys. S14 Mapa pokrycia sekwencji aminokwasowej gN1/2
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Rys. S15 Profil HDX-MS ludzkich nesfatyn w (nie)obecnosci jonéw Zn(ll)

Panele przedstawiaja wzglgdng wymiane izotopowa stanéw —/+ Zn(Il) hN1 (A-C) i hN1/2 (D-F) w interwatach

czasowych okreslonych w legendzie kazdego panelu.
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Zalqcznik
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Rys. S16 Profil HDX-MS kurzych nesfatyn w (nie)obecnosci jonéw Zn(Il)

Panele przedstawiaja wzglgdng wymiane izotopowa stanow —/+ Zn(Il) hN1 (A-C) i hN1/2 (D-F) w interwatach
czasowych okreslonych w legendzie kazdego panelu.
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Zalgcznik

Rys. S17 Proby krystalizacji hN1 w nieobecnosci jonéw Zn(ll)

Mikrofotografie wybranych dotkéw podczas prob krystalizacji hN1 metoda siedzacej kropli W nieobecno$ci jondw
Zn(II). Probki wykonano przy uzyciu odczynnikow z zestawu Hampton Crystal Screen2 o nr: (A) 1; (B) 5; (C) 9;
(D) 10; (E) 13; (F) 23; (G) 26; (H) 27: (1) 28: (J) 32; (K) 34; (L) 35.
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Zalcznik

Rys. S18 Proby krystalizacji hN1 w nieobecnosci jonéw Zn(ll)
Mikrofotografie wybranych dotkow podczas prob krystalizacji hN1 metoda siedzacej kropli w obecnosci 500 uM
jondéw Zn(II). Probki wykonano przy uzyciu odczynnikow z zestawu Hampton Crystal Screen2 o nr: (A) 1; (B) 5;
(C) 9; (D) 10; (E) 13; (F) 23; (G) 26; (H) 27; (1) 28; (J) 32; (K) 34; (L) 35.
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Zalgcznik

Rys. S19 Proby krystalizacji hN1/2
Proby krystalizacyjne prowadzono we wspotpracy z Matopolskim Centrum Biotechnologii. Panele (A)-(D) przed-
stawiajg najbardziej obiecujace warunki w kontekscie dalszej optymalizacji.
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