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IStreszczenie

Cechg charakterystyczng wiekszosci gatunkéw owadéw jest zmienno$¢ postaci
morfologicznych w trakcie rozwoju. Cykl zyciowy owaddéw regulowany jest poprzez
wspoélne dziatanie dwdéch lipofilowych hormonéw, ekdysteroidu, 20-hydroksyekdyzonu
(20E) oraz seskwiterpenoidu, hormonu juwenilnego (JH). O ile hormonalne $ciezki
sygnalizacyjne s3a dos$¢ dobrze poznane niewiele wiadomo na temat sposobu ich
krzyzowania. Spory postep w zrozumieniu zawitych mechanizméw regulacyjnych
przyniosty niedawne badania na modelowym organizmie owadzim Drosophila
melanogaster (wywilzna kartowata). Zidentyfikowano dwa biatka, ktére wigza fragment
DNA, bedacy elementem odpowiedzi na JH (ang. juvenile hormone response element,
JHRE): kalponino-podobne Chd64 oraz immunofiline FKBP39. Wykazano, ze Chd64
i FKBP39 oddziatuja z receptorem ekdysteroidowym (ang. ecdysteroid receptor, EcR),
biatkiem Ultraspiracle (Usp) oraz Met (ang. methoprene-tolerant protein). W oparciu
o uzyskane wyniki, zaproponowano hipotetyczny model regulacji transkrypcji genow
zawierajacych JHRE z udziatem Chd64 i FKBP39. Model zaktada, ze Chd64 i FKBP39
reguluja formowanie i aktywnos¢, wielobiatkowego kompleksu sktadajacego sie z wyzej
wymienionych biatek oraz innych czynnikow transkrypcyjnych. Kompleks ten poprzez
oddzialywanie z odpowiednimi elementami regulatorowymi umozliwia prawidtowe
przejscie do postepujacych po sobie stadiow larwalnych, tym samym zapewniajac
prawidtowy rozwdj D. melanogaster. Jak dotad wtasciwosci molekularne Chd64
i FKBP39 pozwalajace na tak zlozone interakcje nie zostaly poznane. Wiadomo
natomiast, ze podstawowe mechanizmy regulacji rozwoju owadéw s3 takie same dla
gatunkéw pochodzacych z niespokrewnionych gatunkéw. Zaktada sie, ze w Tribolium
castaneum (trojszyk gryzacy) istnieje taki sam mechanizm regulatorowy, a zatem biatka

homologiczne do Chd64 i FKBP39 peinig analogiczng role do roli w D. melanogaster.



Dlatego tez celem prezentowanych w tej rozprawie badan byto przeprowadzenie analizy
ztozonoSci strukturalnej, aby zidentyfikowa¢ cechy, ktére umozliwialyby Chdé64
i FKBP39 pochodzacym z T. castaneum sprawowanie ich potencjalnej funkcji, jaka jest
udzial w tworzeniu wielobiatkowego kompleksu, biorgcego udzial w regulacji ekspresji

genow zaleznych od JH i 20E.

Aby zrealizowac¢ cel pracy, konieczne bylo opracowanie systemu bakteryjnego
pozwalajacego na wydajna ekspresje, oraz oczyszczanie rekombinowanych pochodnych
Chdé64 i FKBP39. Otrzymanie preparatow biatkowych o wysokim stopniu czystoSci
pozwolito na przeprowadzenie analiz fizykochemicznych zmierzajacych do ustalenia ich
wtasciwosci molekularnych. Wstepem do badan in vitro byta kompleksowa analiza in
silico, na podstawie ktdérej zebrano informacje o potencjalnym wystepowaniu
zdefiniowanych motywéw strukturalnych oraz domen. Ponadto analiza sktadu oraz
sekwencji aminokwasowej pozwolita na wyznaczenie miejsc, ktére wykazuja duze

prawdopodobienistwo wystepowania inherentnego nieuporzadkowania.

Analizy in silico ujawnity, ze Chd64 moze posiada¢ globularny rdzen,
korespondujagcy do domeny CH, oraz inherentnie nieuporzadkowane regiony (ang.
intrinsically  disordered  regions, IDRs) terminalne. Analiza  wtasciwosci
hydrodynamicznych z uzyciem analitycznego sgczenia molekularnego (ang. size
exclusion chromatography, SEC) oraz analitycznego ultrawirowania typu predkosci
sedymentacji (ang. sedimentation velocity analytical ultracentrifugation, SV-AUC)
wykazata, ze eksperymentalnie wyznaczone wartosSci parametrow hydrodynamicznych,
réznig sie znaczaco od wielkoSci teoretycznych obliczonych dla biatka globularnego,
ktorego sktad aminokwasowy odpowiada Chd64. Dodatkowo, analiza za pomoca
matokatowego rozpraszania promieniowania X (ang. small angle X-ray scattering, SAXS)
ujawnita, Ze czasteczki Chd64 maja asymetryczny, wydtuzony ksztatt. W oparciu o
uzyskane wyniki analiz strukturalnych, oraz dane literaturowe na temat struktury
domen CH, zaktada sie, ze wydtuzony ksztatt Chd64 wynika z obecnych na obu jego
koncach IDRs. Studia denaturacyjne wykazaty, ze rozfaldowanie tancucha
polipeptydowego Chd64, przez GdmCl jest procesem odwracalnym i zachodzi z
udziatem wyraznie zaznaczonego stanu posredniego. Analiza zmierzajaca do
scharakteryzowania Chd64 w stanie posrednim wykazata, Ze czasteczki biatka

przyjmuja konformacje przypominajaca stopiong globule (ang. molten globule, MG).



FKBP39, w srodkowym fragmencie tancucha polipeptydowego posiada dwa regiony
kwasne oraz jeden zasadowy. Analizy in silico wykazaty, ze Srodkowy, obdarzony
tadunkiem fragment jest z wysokim prawdopodobiefistwem inherentnie
nieuporzagdkowany. Wyszukiwanie domen i zdefiniowanych motywoéw z uzyciem
narzedzi bioinformatycznych wskazato, ze biatko posiada dwie globularne domeny.
N-koncowa wykazuje podobienstwo do rdzeniowej domeny nukleoplazminy (ang.
nucleoplasmin-like, NPL), natomiast C-koncowa posiada charakterystyke domeny biatek
wigzacych FK506 (ang. FK506-binding protein, FKBP). W oparciu o dane literaturowe,
sugerujace, ze domeny rdzeniowe nukleoplazmin tworza oligomery, wykonano SEC
w warunkach denaturujacych. Analiza wykazata, Ze przejscie biatka ze stanu natywnego
do rozfatdowanego jest typowe dla biatek oligomerycznych, ktére ulegaja dysocjacji na
podjednostki. Eksperymentalnie wyznaczona masa czasteczkowa, z uzyciem trzech
niezaleznych metod ujawnita, ze FKBP39, podobnie jak inne biatka z grupy
nukleoplazmin  tworzy  pentameryczne  kompleksy. @ Badania  wlasciwosci
hydrodynamicznych FKBP39 wykazaty, Ze pentamery posiadajag wydtuzony ksztatt i

luZzng strukture, co wynika z obecno$ci struktury nieuporzagdkowane;.

Ze wzgledu na brak stabilnej struktury i duza swobode rotacyjng regiony
nieuporzagdkowane cechujg sie duzag plastycznoscig oraz zdolno$ciag do wystepowania
w réznorakich formach konformacyjnych. Mozliwe, zatem Ze ze wzgledu na swoje cechy,
regiony nieuporzagdkowane Chd64 i FKBP39 moga stanowi¢ platforme do licznych
oddzialywan z wieloma partnerami biatkowymi. Dlatego tez, ich obecno$¢ zdaje sie by¢
wazna dla petnionej przez te biatka potencjalnej funkcji regulatorowej w tworzeniu

wielobiatkowego kompleksu krzyzujacego hormonalne szlaki sygnatowe.






