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STRESZCZENIE

Obiektem badan w niniejszej pracy byl receptor jadrowy Ultraspiracle z Helicoverpa
armigera (HaUsp). Usp to wystepujacy u bezkregowcodw receptor jadrowy bedacy homologiem
ssaczego receptora kwasu 9-cis retinowego (RXR, ang. retinoid X receptor). Gtéwnym celem
pracy byto zbadanie czy domena N-terminalna (NTD, ang. N-terminal domain) Usp jest
czynnikiem modulujacym strukture i tym samym funkcje pozostatych domen Usp. Teoretycznie
NTD role taka takie moze pelni¢ w dwojaki sposob. Po pierwsze, co wydaje si¢ oczywiste, NTD
moze oddzialywaé bezposrednio z réznymi zwigzkami lub koaktywatorami i tym samym
wptywac na funkcje catego NR. Po drugie, co juz nie jest takie oczywiste, regulatorowa rola
NTD moze by¢ skutkiem jej interakcji z pozostatymi domenami globularnymi.

Aby zrealizowaé cel pracy przygotowano wektory ekspresyjne umozliwiajace ekspresje
rekombinowanego HaUsp pelnej dtugosci oraz HaUsp pozbawionego NTD (HaUsp ANTD).
Nastgpnie okreslono optymalne warunki ekspresji obu bialek w systemie bakteryjnym oraz
opracowano wydajne procedury ich oczyszczania. Pozwolito to na otrzymanie duzych ilosci
preparatow bialkowych o wysokiej czystosci niezbednych do przeprowadzenia dalszych analiz.

Wstepem do badan in vitro byta kompleksowa analiza in silico. Pozwolita ona, na
identyfikacj¢ regionow inherentnie nieuporzadkowanych (IDRs, ang. intrinsically disordered
regions) w HaUsp oraz okreslenie ich zakresu. Otrzymane w wyniku pomiaréw Spektroskopii
dichroizmu kotowego (CD, ang. circullar dichroism) widmo bylo widmem charakterystycznym
dla biatek globularnych, jednakze jego dekonwolucja pozwolita na stwierdzenie obecnosci
znacznej ilosci fragmentow nieuporzgdkowanych (okoto 25%). Ostatecznie, za pomoca techniki
wymiany proton-deuter potaczonej ze spektrometria masowa (HDX-MS, ang. hydrogen-
deuterium exchange mass spectrometry), udato si¢ okre$li¢ na drodze eksperymentalnej
lokalizacj¢ fragmentow nieuporzadkowanych. Zwazywszy na kompleksowa, czeSciowo
nieuporzgdkowang budowe HaUsp postanowiono rowniez zbada¢ proces rozfatdowywania tego
biatka w obecnosci soli chaotropowej jaka jest GdmCI. Spektroskopia CD oraz saczenie
molekularne (SEC, ang. size-exclusion chromatography) w obecnosci GAmCl pokazaty, ze biatko
jest stabilne do stezenia GdmCI wynoszacego 1,5 M. Destabilizacja struktury rozpoczyna si¢ od
stezenia 1,75 M. Ponadto, analiza za pomoca SEC pokazata, Ze w wyniku rozfatldowywania w
prébce obecne sa populacje trzech roznych konformeréw, bedacych prawdopodobnie wynikiem
rozpoczecia rozfatldowywania od jednej badz drugiej domeny globularne;.



Wszystkie otrzymane wyniki byly zgodne i pokazaty, ze HaUsp posiada typowa dla NRs
budowe domenowa i w zwigzku z tym moze postuzy¢ z powodzeniem jako modelowy NR do
dalszych badan.

Wptyw obecnosci NTD na funkcje HaUsp postanowiono okreslic poprzez zbadanie
wptywu tej domeny na dwie gléwne funkcje NRs jakimi s3: oddzialywanie z DNA oraz
oligomeryzacja. Analiza zmiany ruchliwosci elektroforetycznej (EMSA, ang. electrophoretic
mobility shift assay) pokazata, ze HaUsp podobnie jak Usp z Drosophila melanogaster (DmUsp)
tworzy specyficzne kompleksy z DNA w formie monomeru oraz dimeru. Jednakze w przypadku
HaUsp oddziatywanie to wydaje si¢ by¢ stabsze niz w przypadku DmUsp. Co wigcej, obecnosé
NTD w HaUsp pelnej dtugosci wyraznie wptywa na oddzialywanie ze specyficzng sekwencja
DNA zmieniajagc wzoér oddziatywania biatko-DNA. W celu zbadania wptywu NTD na proces
oligomeryzacji postuzono si¢ kilkoma niezaleznymi technikami. Eksperymenty z
wykorzystaniem  szybko$ciowego  ultrawirowania réwnowagowego (SV-AUC, ang.
sedimentation velocity analytical ultracentrifugation) pokazaty, ze zaréwno HaUsp jak i
HaUsp_ANTD wykazuja tendencj¢ do zaleznej od stezenia, szybkiej i odwracalnej samoasocjacji
i tworzenia dimeréw, ale w przypadku HaUsp pelnej dlugosci dimery te wydawaty sie
stabilniejsze. Eksperymenty z wykorzystaniem rownowagowego ultrawirowania analitycznego
(SE-AUC, ang. sedimentation equilibrium analytical ultracentrifugation) potwierdzity
wcezesniejsze przypuszczenia, ze NTD stabilizuje formowane dimery w przypadku biatka peinej
dlugosci. Kolejne eksperymenty z wykorzystaniem sgczenia molekularnego z wielokatowym
rozpraszaniem promieni $wiatta laserowego (SEC-MALS, ang. size-exclusion chromatography
coupled with multi-angle light scattering) roéwniez pokazaly zalezny od stgzenia proces
dimeryzacji oraz zalezne od NTD formowanie stabilniejszych dimeréw w przypadku biatka
pelnej dlugosci. Eksperymenty z wykorzystaniem techniki matokatowego rozpraszania promieni
rentgenowskich (SAXS, ang. small-angle X-ray scattering) pozwolity na doprecyzowanie roli
NTD. W tym przypadku rowniez obserwowano zalezng od stezenia dimeryzacje, ale otrzymane
dane umozliwily stworzenie modeli HaUsp oraz HaUsp ANTD. Na ich podstawie udato si¢
zaobserwowac, ze obecna w bialku pelnej dtugosci NTD moze zagina¢ si¢ w kierunku domeny
wigzacej ligand (LBD, ang. ligand-binding domain) tworzac tzw. strukture scorpion-like i
poprzez oddziatywanie z ta domena wplywac na jej strukturg oraz na plaszczyzng dimeryzacji.



