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Analiza molekularna regionu A/B receptora jadrowego z komara egipskiego

(Aedes aegypti).

Streszczenie:

Komar Aedes aegypti jest wektorem flavowiruséw wywotujacych zakazenia denga, chikungunya,
261t febra 1 zika. Procesy rozmnazania, rozwoju 1 morfogenezy owada sa w glownej mierze
kontrolowane dwoma hormonami: hormonem juwenilnym 1 20-hydroksyekdyzonem (20E) z
udzialem receptoréw jadrowych (NRs, ang. nuclear receptors) (Raikhel 2005). Owadzi hormon
steroidowy 20E jest ligandem receptora 20-hydroksyekdyzonu (EcR, ang. 20-hydroxcyecdysone receptor)
(Laudet and Gronemeyer 2001). Funkcjonalny receptor ekdysteroidowy jest heterodimerem dwoéch
biatek nalezacych do nadrodziny receptoréw jadrowych: EcR oraz biatka Ultraspiracle (Usp) (Cho,
Kapitskaya ez a/. 1995, Kapitskaya, Wang ef al. 1996). W wyniku uzycia réznych promotoréw oraz
alternatywnemu splicingowi receptor Usp wystepuje w dwoch odmianach izomorficznych (UspA
1 UspB), rézniacych si¢ w obrebie domeny kofica N (Usp-NTD) (Wang, Li ez a/. 2000). W regionie
tym typowego NR zlokalizowana jest domena aktywacyjna (AF-1, ang. activation function 1), ktora
jest odpowiedzialna za aktywacje transkrypcji niezaleznie od obecnosci liganda (Bocquel, Kumar
et al. 1989). Poprzez tworzenie plaszczyzny transaktywacyjnej, koniec N NRs (NTD) oddziatuje z
czynnikami transkrypcji oraz koregulatorami (Warnmark, Treuter ez /. 2003). Mechanizm dzialania
oraz struktura trzeciorzedowa NTD biatka Usp z komara A. aegypti (aaUsp-NTD) nie sq poznane.
Ze wzgledu na fakt, ze A. aegypti jest wektorem $miertelnych chordb, wazne jest gromadzenie
wiedzy dotyczacej endokrynologicznej regulaciji rozwoju tego komara - w celu ograniczenia jego
populacji. Na ostre choroby zakazne, przenoszone przez komary z rodzaju Aedes, nie ma
ukierunkowanego leczenia przeciwwirusowego. Dlatego duzym wyzwaniem jest podjecie proby
wyjasnienia funkcjonalnej roli zzUsp-NTD w dzialaniu bialka Usp w kontekscie specyficznego,
funkcjonalnego receptora ekdysteroidowego, tak waznego w rozwoju i reprodukeji tego komara.

W zwiazku z tym postanowiono scharakteryzowac wlasciwosci molekularne aaUsp-NTD. W
ramach niniejszej rozprawy uzyskano konstrukt cDNA kodujacy rekombinowana NTD (aaUsp-
NTD). Uzyskany konstrukt poddano ekspresji w komoérkach E. co/i w postaci bialtka fuzyjnego z
umieszczonym na koncu N znacznikiem histydylowym. Nastepnie ustalono i zoptymalizowano
procedure izolacji rekombinowanego aaUsp-NTD. Procedura, dzigki ktérej uzyskano oczyszczony

preparat aaUsp-NTD, obejmowata chromatografie powinowactwa do immobilizowanego jonu



metalu (IMAC, ang. immobilized metal ion affinity chromatography) oraz filtracje zelowa (SEC, ang. size-
excclusion chromatography). Dodatowo, aby przeanalizowac wplyw NTD na wiasciwosci molekularne
1 funkcje biatka petnej dtugosci, poszerzono uklad eksperymentalny o bialko Usp pelnej dtugosci
(aaUsp) oraz biatko skrécone o NTD (a2Usp-ANTD). W tym celu otrzymano konstrukty zaUsp
oraz aaUsp-ANTD réwniez z umieszczonym na konicu N znacznikiem histydylowym. Procedura
izolacji rekombinowanego aaUsp-ANTD obejmowala, podobnie jak w przypadku aaUsp-NTD,
IMAC oraz filtracj¢ zelowa. Natomiast ta sama procedura zastosowana dla zaUsp nie pozwolila
otrzyma¢ homogennego preparatu, dlatego przed filtracja zelowa dodano etap chromatografii
powinowactwa do zloza heparynowego. Tozsamos$¢ uzyskanych rekombinowanych biatek
potwierdzono w eksperymentach immunoblotingu oraz potwierdzono ich masy czasteczkowe za
pomoca spektrometrii mas (ESI-MS, ang. electrospray ionisation mass spectrometry).

Przeprowadzone analizy biochemiczne i biofizyczne rekombinowanej NTD, uzupelnione
badaniami 7z silico wykazaly, ze wykazuje ona cechy charakterystyczne dla bialek o inherentnie
nieuporzadkowanej strukturze (IDPs, ang. intrinsically disordered proteins). IDPs to grupa biatek, ktore
w warunkach natywnych pozbawione sa struktury trzeciorzedowej. Dzigki temu fatwo przyjmujq
réznorodne stany konformacyjne 1 moga oddzialywac z wieloma partnerami (Tompa 2005). Z
wyzej wymienionych powodow, NTD wydaje si¢ by¢ niezwykle interesujacym obiektem
badawczym. Za pomoca dichroizmu kotowego (CD, ang. circular dichroisn) pokazano niewielka
zawarto$¢ uporzadkowanych struktur drugorzedowych. Zanizona ruchliwo$¢ elektroforetyczna,
jak 1 zawyzony promien hydrodynamiczny aaUsp-NTD, obserwowany w eksperymentach filtracji
zelowej 1 szybkos$ciowym ultrawirowaniu analitycznym (SV-AUC, ang. analytical ultracentrifugation
sedimentation velocity), wskazuja na cechy biatka inherentnie nieuporzadkowanego (ID, ang.
intrinsically disordered). Duzy promien hydrodynamiczny oznacza stabsze upakowanie i mniej zwarta
konformacje, niz w bialku globularnym. Ponadto pokazano za pomoca SV-AUC, ze aaUsp-NTD
jest czasteczkq asymetryczna o eliptycznym ksztalcie. Na podstawie prezentowanych w niniejszej
pracy wynikéw nie jest mozliwe jednoznaczne zakwalifikowanie tej domeny do jednej, konkretnej
grupy konformacyjnej IDPs. Mozliwe, ze aaUsp-NTD wykazuje w odpowiednich warunkach
cechy zarowno PMG (ang. pre-molten globule) jak 1 MG (ang. molten globule). Filtracja zelowa 1 CD w
obecnosci denaturanta wykazaly, ze aaUsp-NTD moze wystgpowac takze w posrednich stanach
konformacyjnych, o czym $wiadczy ksztalt krzywej denaturacyjnej. Co wigcej, NTD ma skfonnosé
do przyjmowania bardziej uporzadkowanej struktury w odpowiedzi na czynniki zewnetrzne, co
zbadano za pomoca CD w obecnosci 2,2,2-trifluoroetanolu (TFE). Okazalo si¢, aaUsp-NTD jest
czasteczka dynamiczna, posiadajaca potencjal do tworzenia szerokiego spektrum réznych stanéow

konformacyjnych pod wplywem zaréwno warunkéw denaturujacych, jak i w warunkach



indukujacych faldowanie. Taka cecha §wiadczy o mozliwosci formowania powierzchni
oddzialywania z wieloma biatkami.

Nieoczekiwanie, analiza chromatograméw zarejestrowanych podczas oczyszczania aaUsp-
NTD ujawnila, ze NTD wykazuje tendencje do dimeryzacji, co potwierdzono za pomoca trzech
metod tj. SEC, sieciowania chemicznego 1 SV-AUC. Stwierdzono, ze izolowana NTD wystepuje
w roztworze gtéwnie w formie monomeru i w niewielkiej ilo§ci w postaci dimeru. Tendencja do
dimeryzacji jest w réznym stopniu zachowana wsrdéd Usp-NTD. Usp-NTDs pochodzacych od
Drosophila and Bombyx mori téwniez dimeryzuja, jednak aaUsp-NTD wykazuje najwickszy potencjat
do oligomeryzacji. Zjawisko homodimeryzacji nie jest powszechne wsréd IDPs, jednak coraz
czgsciej opisywane w literaturze. Dodatkowo zbadano réowniez wplyw NTD na strukture biatka
pelnej dtugosci. W tym celu przeprowadzono eksperyment wymiany proton-deuter monitorowany
za pomocyg spektrometrii mas (HDX-MS, ang. hydrogen-deuterium exchange mass spectrometry). Wyniki
dla 2aUsp-NTD potwierdzily jej nieuporzadkowana strukture, a wyniki dla biatka zaUspB
odtworzyly powszechnie znana organizacje domen globularnych i ich tacznika w strukturze NRs.
NTD pozostala nieuporzadkowana w biatku @zUspB. Eksperymenty SEC 1 SV-AUC
przeprowadzone na biatkach aaUsp i aaUsp-ANTD pokazuja, ze NTD nie wplywa znaczaco na
parametry hydrodynamiczne bialka pelnej dlugosci, sugerujac umiejscowienie NTD pomiedzy
domeng wiazaca DNA (DBD, ang. DNA binding domain) a domena wiazaca ligand (LBD, ang. /igand
binding domain). Ponadto, wyniki HDX-MS sugeruja istnieje miedzydomenowej interakcji pomiedzy
NTD a DBD, ze wzgledu na zaobserwowana zmiang konformacyjng w DBD w biatku pelnej
dtugosci.

W ramach realizacji tematu rozprawy postanowiono rowniez zbada¢ role NTD w wiazaniu
do DNA biatka pelnej dlugosci. Wyniki mikrotermoforezy (MST, ang. microscale thermophoresis)
pokazaly, ze obecnos¢ NTD wzmacnia interakcj¢ z DNA biatka Usp. Ponadto wyniki EMSA
sugeruja, ze obecno$¢ NTD moze zmniejsza¢ tendencje @zUsp do dimeryzacji na sekwencji
regulatorowej warunkujacej odpowiedz na hormon (HRE, ang. hormone response element).

Zaobserwowana strukturalna 1 funkcjonalna charakterystyka azUsp-NTD czyni zasadnym
przypuszczenie o potencjalnej roli aaUsp-NTD jako platformy do rozmaitych interakcji typu
biatko-biatko, tym bardziej, ze biatko Usp bierze udzial w koordynacji réznych szlakow,

zwigzanych z aktywnodcig roznych NRs, regulowanych réznymi czasteczkami sygnatowymi.
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