Relacja struktura - funkcja inherentnie nieuporzadkowanego biatka Starmaker
w procesie biomineralizacji weglanu wapnia.
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Streszczenie

Biomineralizacja to ztoZzony i nadal stabo poznany proces wytwarzania mineratéw przez
organizmy zywe. Kwasne biatka, o inherentnie nieporzadkowanej strukturze i wysokim
poziomie modyfikacji potranslacyjnych petniga szczegélng funkcje w regulacji
biomineralizacji. Jednym z takich biatek jest Starmaker (Stm) - biatko kontrolujace
biomineralizacje otolitéw u ryby danio pregowanego (Danio rerio). Otolity to biomineraty
weglanu wapnia zaangazowane w odczuwanie zmian przyspieszenia liniowego
i rownowagi u ryb. In vivo, Stm reguluje wielkos$ci i ksztalt otolitéw, a zahamowanie
ekspresji biatka przyczynia sie do zmiany odmiany polimorficznej otolitow
z aragonitowej w kalcytowa. Rekombinowane biatko ulega fosforylacji oraz kontroluje
biomineralizacje weglanu wapnia in vitro.

W pracy, dzieki zastosowaniu badan proteomicznych potwierdzono fosforylacje Stm in
vivo. Wykazano réwniez, Ze biatko znajduje sie zaréwno w otolitach aragonitowych, jak
i waterytowych danio. W sekwencji aminokwasowej Stm znajdujg sie charakterystyczne
fragmenty na koncu N i C biatka, ktorych roli wczesniej nie okre$lono. W pracy
przedstawiono metode oczyszczania i rozdziatu rekombinowanych fragmentéw Stm.
Udowodniono, ze mimo nieuporzadkowanej struktury obu fragmentéw, réznia sie one
funkcjonalnie. Analiza fosforylacji i testy biomineralizacyjne in vitro wykazaty, Ze koniec
C biatka jest odpowiedzialny za aktywnos$ci biomineralizacyjng Stm. Po raz pierwszy
opracowano rowniez procedure izolacji homologu Stm z otolitow. Oczyszczono i wstepnie
scharakteryzowano biatko Starmaker-like z karpia zwyczajnego (kStm-l). Analizy
wykazaty, ze kStm-l posiada nieuporzadkowang strukture i wystepuje w formie
ufosforylowanej in vivo. Homolog Stm z karpia kontroluje wielko$¢, ilos¢
i odmiane polimorficzng krysztatéw weglanu wapnia in vitro. Dodatkowo, badania

proteomiczne przyczynity sie do identyfikacji wielu, nowych biatek obecnych w otolitach.



Summary

Biomineralization is a complicated and still poorly understood process of creating
minerals by living organisms. Acidic proteins that are intrinsically disordered and have
high level of post-translational modifications, fulfill a special role in regulation of
biomineralization. Starmaker (Stm) is one of such proteins, which controls
biomineralization of zebrafish (Danio rerio) otoliths. Otoliths are calcium carbonate
biominerals that are involved in sensing changes in linear acceleration and balance in fish.
In vivo, Stm regulates size and shape of otoliths, and inhibition of the protein expression
contributes to changes in otolith polymorph from aragonite to calcite. The recombinant
protein undergoes phosphorylation and controls biomineralization of calcium carbonate
in vitro.

The phosphorylation of Stm in vivo was confirmed using proteomics approach. It was also
shown that the protein is present in both, aragonite and vaterite otoliths of zebrafish.
There are two characteristic fragments in N- and C-end of the protein sequence, which
roles have not yet been determined. A method of purification and separation of
recombined fragments of Stm was developed. It was proven that regardless the
disordered structure of both fragments, they differ in functions. An analysis of
phosphorylation and biomineralization tests in vitro has shown that the C-end of the
protein is responsible for biomineralization activity of Stm. For the first time,
a procedure of isolation of Stm homolog from otoliths was developed. Starmaker-like
protein from common carp (kStm-1) was purified and preliminary characterized. Analysis
have shown that kStm-l has intrinsically disordered structure and appears in
phosphorylated form in vivo. Stm homolog from carp controls size, amount and
polymorph of calcium carbonate crystals in vitro. Additionally, the proteomics research

contributed to identification of many new proteins present in otoliths.



