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»,Charakterystyka molekularna biatka kalponino-podobnego Chd64

i immunofiliny FKBP”

Rozwdj i wzrost owadow regulowany jest poprzez wspdlne dziatanie dwoch
lipofilnych hormondw, ekdysteroidu, 20-hydroksyekdyzonu (20E) oraz hormonu
juwenilnego (JH). Podczas gdy funkcja biologiczna i mechanizm dziatania 20E sa
dos¢ dobrze opisane, mechanizm dzialania JH weciaz jest stabo poznany. Nie jest
wiadomo réwniez jak iacza sie ze soba Sciezki przekazywania sygnatu zwiazane

z 20E i JH, od ktérych zalezny jest poprawny rozwdj owadow.

Dos¢ niedawno zidentyfikowano dwa biatka, ktdre moga wiaza¢ sie¢ do
fragmentu  DNA bedacego elementem odpowiedzi na hormon juwenilny
(ang. juvenile hormone response element, JHRE), a takze tworzy¢ kompleksy
z receptorem ekdyzonu (ang. ecdysteroid receptor, EcR), biatkiem Ultraspiracle (Usp)
oraz biatkiem Met (ang. methoprene-tolerant protein). Biatkami tymi byty pochodzace
z Drosophila  melanogaster: Chdé64 opisywane w literaturze jako biatko
kalponinopodobne oraz FKBP39 nalezace do rodziny immunofilin o aktywnosci
peptydylo-prolilowej izomerazy cis-trans. Zaproponowano hipotetyczny model
regulacji transkrypcji gendw zawierajacych JHRE z udziatem Chdé64 i FKBP39.
Wydaje sig, ze Chd64 i FKBP39 moga pelni¢ wazna role jako czynniki transkrypcyjne
posredniczace miedzy Sciezkami  przekazywania sygnalu hormonalnego,
zapewniajacymi prawidtowy rozwoj u Drosophila melanogaster, ktéry stanowi
organizm modelowy. Jak dotad wilasciwosci molekularne Chd64 i FKBP39 nie
zostaly scharakteryzowane, nie okreslono rowniez jak biatka te wplywaja na kontrole
ekspresji genow. Dlatego tez, celem niniejszej rozprawy bylo przeprowadzenie
analizy wtasciwosci molekularnych biatek Chd64 i FKBP39, w szczegolnosci pod

katem ich uwarunkowan strukturalnych, ktore umozliwialyby im sprawowanie ich



potencjalnej funkcji, jaka jest udzial w tworzeniu wielobiatkowego kompleksu

bioracego udzial w regulacji przekazywania sygnatéw hormonalnych u owadéw.

W ramach niniejszej rozprawy opracowano system bakteryjny pozwalajacy na
wydajng produkcje oraz oczyszczanie rekombinowanych pochodnych Chd64
i FKBP39. Dzigki temu mozliwe byto otrzymanie preparatéw biatkowych Chd64
i FKBP39, ktorych stopien czystosci pozwalal na przeprowadzenie analiz
wlasciwosci molekularnych badanych biatek. Wyczerpujace analizy biochemiczne i
biofizyczne rekombinowanych Chdé64 i FKBP39, uzupelnione badaniami in silico
wykazaly, ze oba bialka cechuje wydluzony, elipsoidalny ksztatt. Chd64 mozna
scharakteryzowac jako monomeryczne biatko o dualnej naturze. Zbudowane jest ono
z globularnego rdzenia oraz oskrzydlajacych go regionéw o inherentnie
nieuporzadkowanej strukturze (ang. intrinsically disordered regions, IDRs). Proces
denaturacji Chd64 mozna opisa¢ za pomoca modelu trzystanowego, z wyraznie
zaznaczonym stanem posrednim, podczas ktérego biatko przyjmuje konformacje
o cechach stopionej globuli (ang. molten globule, MG). Czasteczka FKBP39, podobnie
jak Chdé64, sklada si¢ z regionéw uporzadkowanych i nieuporzadkowanych. Na
budowe FKBP39 skladaja si¢ trzy charakterystyczne regiony, dwie uporzadkowane
domeny N- i C-konicowe, ktére odpowiadaja odpowiednio domenie NPL (ang.
nucleoplasmin-like  domain) i FKBD (ang. FK506-binding domain) oraz
nieuporzadkowany, obdarzony tadunkiem region srodkowy. FKBP39 wystepuje
w roztworze w formie tetrameru, a ptaszczyzne oligomeryzacji stanowia N-konicowe
domeny NPL, ktore tworza sztywny rdzen. Do rdzenia przylaczone sq za pomoca
elastycznych facznikow domeny FKBD. Czasteczki Chd64 i FKBP39 cechuje duza
elastycznos¢ i zdolno$¢ do przyjmowania réznych alternatywnych form
konformacyjnych. Duza plastycznos¢ czasteczek Chdé64 i FKB39 oraz obecnos¢ IDRs

moga stanowi¢ platforme do licznych oddziatywan z wieloma partnerami.



