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Wykaz stosowanych skrétow

Wykaz stosowanych skrotow

AB —amyloid B

AD — choroba Alzheimera (ang. Alzheimer Disease)

AFM — mikroskopia sit atomowych (ang. Atomic Force Microscopy)
Amp — ampicylina

AMPAR - receptor kwasu a-amino-3-hydroksy-5-metylo-4-izoksazolopropionowego
ANS — kwas 8-anilinonaftaleno-1-sulfonowy

APP — biatko prekursorowe amyloidu B (ang. Amyloid Precursor Protein)
APS — nadsiarczan amonu (ang. Ammonium Persulfate)

AUN - autonomiczny uktad nerwowy

BAPA — chlorowodorek p-nitroanilidu N-benzoilo-L-argininy

Bza — chlorowodorek benzamidyny

CD — dichroizm kotowy (ang. Circular Dichroism)

CUN - centralny uktad nerwowy

DMSO - dimetylosulfotlenek

dNTP — mieszanina trifosforanéw deoksynukleotydéw

DOPAL — 3,4-dihydroksyfenyloacetaldehyd

DTT — ditiotreitol

E. coli — Escherichia coli

EDTA — kwas etylenodiaminotetraoctowy

EPR — elektronowy rezonans paramagnetyczny
(ang. Electron Paramagnetic Resonance)

for. — oligonukleotyd komplementarny do nici matrycowej DNA (ang. forward)
Gdn — chlorowodorek guanidyny
hCC — ludzka cystatyna C (ang. Human Cystatin C)

HCCAA — dziedziczna angiopatia amyloidowa typu islandzkiego
(ang. Human Cystatin C Amyloid Angiopathy)

HNE — 4-hydroksy-2-nonenal

IEX — chromatografia jonowymienna (ang. lon Exchange Chromatography)


https://pl.wikipedia.org/w/index.php?title=AMPA&action=edit&redlink=1

Wykaz stosowanych skrétow

IPTG — izopropylo-B-D-1-tiogalaktopiranozyd

LA — stata pozywka mikrobiologiczna zawierajgca agar, ekstrakt, drozdzowy, trypton
oraz chlorek sodu

LA/Amp — podtoze mikrobiologiczne LA z dodatkiem ampicyliny w stezeniu 0,1 mg/ml

LB — ptynna pozywka mikrobiologiczna (ang. Lysogeny Broth) zawierajgca ekstrakt
drozdzowy, trypton oraz chlorek sodu

LB/Amp — pozywka mikrobiologiczna LB z dodatkiem ampicyliny w stezeniu 0,1 mg/ml
MPD — 2-metylo-2,4-pentanodiol

MWCO - najnizsza masa czasteczkowa biatka, dla ktorej 90 % czasteczek jest zatrzymy-
wanych przez btone (ang. Molecular Weight Cut Off)

NMDA - kwas N-metylo-D-asparaginowy

NMDAR - receptor kwasu N-metylo-D-asparaginowego

NMR — magnetyczny rezonans jgdrowy (ang. Nuclear Magnetic Resonance)
ODsoo — gestos$é optyczna (ang. Optical Density) przy dtugosci fali 600 nm

OmpA - bakteryjne biatko btonowe A (ang. Outer Membrane Protein A)

OUN — obwodowy uktad nerwowy

PBS — roztwor soli fizjologicznej buforowany fosforanem

PCR —tanincuchowa reakcja polimerazy (ang. Polymerase Chain Reaction)

PD — choroba Parkinsona (ang. Parkinson Disease)

PDB — baza danych o strukturach przestrzennych biatek (ang. Protein Data Bank)
PEG — polimer zbudowany z poli(tlenku etylenu)

pl — punkt izoelektryczny

RBPL — receptor bramkowany potencjatem typu L

rev. — oligonukleotyd komplementarny do nici kodujgcej DNA (ang. reverse)
RMSD - $rednie kwadratowe odchylenie od potozenia atomdéw Ca natozonych biatek
ROS —reaktywne formy tlenu (ang. Reactive Oxygen Species)

SD — sekwencja Shine-Dalgarno

SDS — sol sodowa siarczanu dodecylu

SDS-PAGE — elektroforeza w zelu poliakrylamidowym z dodatkiem SDS
(ang. Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis)

SEC — chromatografia sgczenia molekularnego (ang. Size-Exclusion Chromatography)
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SEM - skaningowa mikroskopia elektronowa (ang. Scanning Electron Microscopy)
SOD — dysmutaza ponadtlenkowa

TAE — bufor do elektroforezy DNA ztozony z 40mM Tris, 20mM kwasu octowego oraz
1mM EDTA

TBE — bufor do elektroforezy DNA ztozony z 90mM Tris, 90mM kwasu borowego oraz
1ImM EDTA

TEM — transmisyjna mikroskopia elektronowa (ang. Transmission Electron Microscopy)

TEMED — N,N,N',N'-tetrametylenodiamina

ThT —tioflawina T

TNF-a — czynnik martwicy nowotwordw (ang. Tumor Necrosis Factor)
Tris — 2-amino-2-(hydroksymetylo)propano-1,3-diol

TTR — transtyretyna

% v/v — stezenie procentowe objetosciowe

% w/v — stezenie procentowe wagowo objetosciowe



Wprowadzenie

I. Wprowadzenie

1. Choroby neurodegeneracyjne i agregacja biatek

Rozwdj medycyny oraz wzrost poziomu higieny osobistej na przestrzeni wiekdéw
doprowadzity do znacznej poprawy komfortu i bezpieczerstwa zycia. Masowa produkcja
lekéw i pojawienie sie szczepionek zaowocowaty wydtuzeniem $redniej dtugosci zycia na
catym swiecie, w niektdrych rejonach nawet dwu- lub trzykrotnie. Ze wzgledu na dobre
warunki bytowe oraz wysoki poziom opieki zdrowotnej zjawisko to jest najlepiej
widoczne na obszarze Europy, gdzie, wedtug danych statystycznych, srednia dtugosc
zycia w roku 400 wynosita zaledwie 25 lat, a w 1950 az 66 lat [1] i nadal rosta.
Przeprowadzono szczegdétowe badania dotyczace dtugosci zycia na obszarze Francji
w latach 1750-2000 [1] (dane zebrane w Tabeli 1), ktére dodatkowo potwierdzity wyzej
opisang tendencje.

Aktualny (14.07.2021) rekord Guinnessa w dfugosci zycia nalezy do Francuzki
Jeanne Louise Calment, ktéra zmarta w wieku 122 lat i 164 dni [2] i jest jedng z wielu
0sob, ktdre przekroczyty bariere stu lat. Wydtuzenie dtugosci zycia, choé na pozér jest
zjawiskiem pozytywnym, to niesie za sobg szereg konsekwencji, a jedng z nich jest

gwattowne szerzenie sie chordb wieku starczego, w tym miedzy innymi demencji.

Tabela 1 Dane statystyczne dotyczqce Sredniej dtugosci zycia kobiet
i mezczyzn na obszarze Francji w latach 1750-2000 [1].

Rok Mezczyzni Kobiety
1750 27 lat 29 lat
1850 39 lat 41 lat
1900 46 lat 50 lat
1955 65 lat 71 lat
1970 68 lat 76 lat
1985 71 lat 79 lat
2000 75 lat 83 lat
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1.1 Demencja

Demencja lub inaczej otepienie to, wedtug Encyklopedii Popularnej PWN,
postepujgcy spadek sprawnosci umystowej wskutek choroby centralnego uktadu
nerwowego (CUN) [3]. Wyrdznia sie wiele rodzajéw demencji, ale najpowszechniejszym
z nich jest otepienie o typie alzheimerowskim. W tym przypadku uszkodzeniu ulega
gtéwnie ptat skroniowy médzgu, a szczegdlnie hipokamp, ktéry jest odpowiedzialny za
pamiec [4,5]. Bez wzgledu na rodzaj demencji, do jej pierwszych objawdéw najczesciej

naleza:

o pobudzenie,

o zaburzenia motoryczne,
o lekidrazliwosé,

o zaburzenia apetytu,

o W niektérych przypadkach takze omamy i urojenia [6].

Otepienie ma zazwyczaj charakter postepujacy, a jego skutki s3 nieodwracalne
i prowadzg do $mierci chorego. Swiatowa skale zgondw wywotanych demencja w roku
2018 przedstawia Rycina 1. Problem demencji nie dotyczy tylko krajow z wysoko
rozwinietg stuzbg zdrowia, ale, jak wynika z nizej przedstawionej mapy, jest to juz
problem ogdlnoswiatowy.
brak danych
0-4

‘ 5-10

11-18
~ N'?‘ 19-24
g ‘ 25-30

p N\ ,3!‘ g 31-35

- 36-40

41-45

47-54

55-60

Rycina 1 llos¢ zgonow (na 100 000 osob) wywotanych demencjqg w poszczegdlnych paristwach
Swiata. Na podstawie danych statystycznych zgromadzonych przez WHO w 2018 roku [7].
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Wedtug Swiatowej Organizacji Zdrowia (WHO) na demencje cierpi okoto
50 milionéw ludzi na swiecie i co roku przybywa kolejne 10 milionéw chorych [8].
Problem staf sie na tyle powazny, ze WHO uznato te przypadtosé za priorytet w ochronie
zdrowia publicznego i w maju 2017 roku Swiatowe Zgromadzenie Zdrowia zatwierdzito
globalny plan dziatania w sprawie walki z demencjg [9], ktéry objat takie kwestie jak
badania naukowe, diagnoza, leczenia i opieka nad chorymi, ale takze zwiekszanie
Swiadomosci spofeczenistwa dotyczgcej wystepowania, objawdéw i postepowania
z osobami dotknietymi tg przypadtoscia.

Leczenie demencji opiera sie obecnie gtéwnie na farmakoterapii prowadzacej do
obnizenia szybkosci postepowania uszkodzenia modzgu i pobudzaniu pacjentéw
do myslenia (trenowanie pamieci, czeste rozmowy, terapie wspomnieniowe). Medycyna
nie ma jeszcze do dyspozycji medykamentéw hamujacych pogtebianie chorobowej
degeneracji mdzgu, ani pobudzajgcych uktad nerwowy do regeneracji.

Demencja sama w sobie nie jest choroba. Nalezy jg rozpatrywaé jako
konsekwencje uszkodzenia tkanki nerwowej mézgu. Do tego rodzaju uszkodzen
dochodzi w wyniku urazu, krwotoku Iub na skutek rozwoju chordb
neurodegeneracyjnych np. niektérych amyloidoz, prowadzacych do obumierania

neuronow.

1.2 Amyloidozy

Amyloidozy to grupa schorzen zwigzana z zewnatrz- i/lub wewnatrz-
komodrkowym odktadaniem sie zagregowanych, nieaktywnych biologicznie biatek. Ztogi
biatkowe gromadzg sie w narzadach wewnetrznych, takich jak serce, watroba, nerki czy
mozg, prowadzgc do powaznego zaburzenia ich prawidtowe]j pracy. Agregaty te majg
nieco inng budowe i sktad w zaleznosci od rodzaju amyloidozy z jaka s zwigzane.
Przyktadami najczesciej wystepujgcych ztogdw amyloidowych sg tzw. ptytki starcze
(w chorobie Alzheimera) i ciata Lewy’ego (w chorobie Parkinsona). Ze wzgledu na

przyczyny wystepowania, wyrdzniamy pie¢ gtéwnych rodzajow amyloidoz [10]:

o pierwotne —wystepujg bez wyraznej przyczyny; zwigzane sg z gromadzeniem
biatka AL (tancuchy lekkie immunoglobulin); sg wynikiem nieprawidtowej

degradacji przeciwciat po zwalczeniu zakazenia w organizmie;

12



Wprowadzenie

o wtdrne — sg to powiktania po przebiegu przewlektych proceséw zapalnych
takich jak np. reumatoidalne zapalenie stawodw; zwigzane sg z gromadzeniem
amyloidu A, ktérego prekursorem jest surowiczy amyloid A, jedno z biatek
ostrej fazy;

o transtyretynowe — inaczej amyloidozy starcze; zwigzane sg z gromadzeniem
amyloidu, ktérego prekursorem jest transtyretyna (TTR); wyrdznia sie
rowniez postac dziedziczng, ktdrg powoduje mutacja w genie TTR,

o dziedziczne — majg podtoze genetyczne; sg wynikiem mutacji w genie biatka
amyloidogennego lub jego prekursora;

o rodzinne —réwniez o podfozu genetycznym, ale zwigzane z mutacja w genie

innym niz gen kodujacy prekursorowe badz macierzyste biatko amyloidowe.

Do tej pory poznano co najmniej 35 biatek amyloidogennych [11]. Kazde z nich
posiada w organizmie swdj prekursor lub niezmutowany odpowiednik, ktéry petni
szereg waznych z biologicznego punktu widzenia funkcji. Przykfady biatek
amyloidogennych wraz z ich prekursorami oraz miejscami tworzenia ztogdéw
przedstawione zostaty w Tabeli 2. Amyloidozy, ze wzgledu na duzg réznorodnos¢ sktadu
ztogdéw biatkowych, zréznicowany obraz kliniczny w zaleznosci od typu amyloidozy oraz
bardzo ograniczong wiedze o ich patogenezie, stanowig powazny medyczny problem,
ktory od wielu lat pozostaje nierozwigzany.

Spora czes¢ biatek o wiasciwosciach amyloidogennych zaliczana jest réwniez do
grupy biatek odpowiedzialnych za choroby neurodegeneracyjne [12]. Tkanka nerwowa,
jako najbardziej wrazliwa i najmniej sktonna do regeneracji tkanka ludzkiego
organizmu, jest najczulszym i najbardziej dla nas niebezpiecznym punktem ataku.
Uszkodzenie mdzgu na skutek amyloidoz prowadzi do gtebokiej demencji, probleméw
z koordynacjg i poruszaniem sie, a w koncu do $mierci chorego. Przyktadem choréb
neurodegeneracyjnych, bedacych jednoczesnie amyloidozami, sg choroba Alzheimera
(czynnik patogenny - amyloid B), choroba Parkinsona (czynnik patogenny - a-synukleina)
oraz dziedziczna angiopatia amyloidowa cystatyny C (czynnik patogenny - cystatyna C).
Wiele neurodegeneracji charakteryzuje sie odktadaniem zagregowanych biatek nie tylko
zewnatrz-, ale réwniez wewnatrzkomérkowo. Ze wzgledu na mocno upakowang

strukture i duze rozmiary, ztogi amyloidowe sg nierozpuszczalne i odporne na dziatanie
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enzymoéw proteolitycznych [13]. Obrazy mikroskopowe takich ztogéw wystepujgcych

w wybranych chorobach neurodegeneracyjnych przedstawione zostaty na Rycinie 2.

Tabela 2 Ludzkie biatka amyloidogenne oraz ich prekursory [11].

Biatko Biatko Rodzaj Zajete
amyloidogenne prekursorowe amyloidozy narzady
AA surowiczy amyloid A nabyta wszystkie bez CUN*
biatko prekursorowe AR "
(typ dziki) nabyta CUN
Ab
biatko prekursorowe AR L.
d CUN*
(wariant) ziedziczna u
ACys cystat.yna ¢ dziedziczna CUN*
(wariant)
AGel geI59I|na dziedziczna OUN**
(wariant)
Alac laktoferyna nabyta rogéwka
Alys Ilzo;ym dziedziczna nerki
(wariant)
AMed laktadheryna nabyta aorta
ASPC ptucny surfaktant nabyta ptuca
biatko prionowe
N*
(typ dziki) nabyta CU
APrP ) )
biatko prionowe dziedziczna CUN*
(wariant)
ASem1l semenogelina | nabyta pecherzyki nasienne
AaSyn a-synukleina nabyta CUN*
ATau biatko tau nabyta CUN*
transtyretyna nabvta serce, wiezadta,
(typ dziki) ¥ sciegna
ATTR OUN** AUN***
transtyretyna dziedziczna , ,
(wariant) serce, oczy

* centralny uktad nerwowy
** obwodowy uktad nerwowy

*¥** autonomiczny uktad nerwowy
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Rycina 2 Obraz mikroskopowy ztogow amyloidowych w wybranych
chorobach neurodegeneracyjnych [14].
A —choroba Alzheimera, B — choroba Picka, C — choroba prionowa, D — choroba Parkinsona
(groty strzat wskazujg wewngtrzkomorkowe sploty neurofibrylarne, a strzatka ptytke starczq)

Upakowane w ztogi widkna dtugo byty uwazane za gtéwny czynnik wywotujacy
Smier¢ komdrek nerwowych. Jednak w ostatnich latach zaczeto zwracac wiekszg uwage
rowniez na neurotoksyczno$é¢ mniejszych oligomerdw biatek amyloidogennych [15],
ktore moga zaburzac dziatanie kanatéw jonowych, zwieksza¢ przepuszczalno$é bton
komadrkowych i/lub zaktécaé szlaki sygnatowe w neuronach [12]. Dodatkowo, organizm
sam prébujgc radzi¢ sobie z usunieciem patologicznego biatka wywotuje apoptoze
»zainfekowanej” komérki. Taki mechanizm w zatozeniu ma chronié przed wywotaniem
stanu zapalnego, ale w konsekwencji prowadzi do obumierania komdrek
nerwowych [16].

Ze wzgledu na niewielki stopien regeneracji tkanki nerwowej oraz poziom
skomplikowania  proceséw  zachodzacych ~w  ludzkim  mézgu, choroby
neurodegeneracyjne nadal stanowig jedna z najwiekszych medycznych zagadek.
Dotychczas zaproponowano kilka sposobdéw leczenia majacych na celu ograniczenie
rozwoju tego rodzaju chordb lub ich catkowite wyeliminowanie. Opieraty sie one na
terapiach genowych, zastosowaniu zwigzkéw chemicznych blokujgcych produkcje
amyloidogennego biatka np. antysensownych oligonukleotydéw uniemozliwiajgcych
translacje czy stosowanie przeciwciat [17], jednak Zzadna z tych metod nie odniosta

jeszcze znaczacego sukcesu.
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1.3 Agregacja biatek amyloidogennych

W procesie tworzenia ztogdw amyloidowych kluczowa role petni struktura oraz
stabilnos¢ biatka [18]. Biatko stabilne, o prawidtowej z punktu widzenia biochemii
konformacji, ktére wykazuje aktywnos¢ biologiczng, stanowi cenny nabytek dla
organizmu. W komodrkach proces fatdowania biatek jest w petni kontrolowany.
Odpowiadajg za to tzw. biatka opiekuncze lub inaczej chaperony, ktére poprzez
oddziatywanie z fatdowanym biatkiem chronig je przed przyjmowaniem nieprawidfowej
struktury przestrzennej [19]. Posiadajg one réwniez zdolnos¢ do wytapywania zle
sfatdowanych makromolekut i pomagania w ich ponownym, najbardziej korzystnym
energetycznie, zwinieciu. Obecno$¢ chaperondéw stanowi jeden ze sposobdéw ochrony
komérkowe] przed oligomeryzacjg biatek [18]. Czgsteczki, ktdrym udaje sie unikngc
dziatania chaperonéw i przez to przyjmujg niekorzystng konformacje lub zostajg
uszkodzone (np. utlenione) sy degradowane przez proteasom, duzy kompleks
enzymatyczny odpowiedzialny za proteolize [20,21] stanowigcy drugi sposéb ochrony
komérkowej. W stanach patologicznych system kontroli i degradacji biatek jest
zaburzony [12,16] i nie posiada wystarczajgcej wydajnosci, aby pozby¢ sie z komérki
wszystkich nieaktywnych biologicznie czgsteczek. Amyloidogenne formy biatka, ktérym
udaje sie unikng¢ pociecia, ulegajg akumulacji w przestrzeni wewnatrz- lub
zewnatrzkomérkowej [22]. Formy te zazwyczaj charakteryzujg sie niskg stabilnoscia
monomeru, co wynika z przyjecia wysokoenergetycznej konformacji lub wystgpienia
czynnika destabilizujgcego strukture np. mutacji, obecnosci jonéw metali, zmiany pH
czy stezenia biatka [23].

Chorobotworcze ztogi biatkowe zbudowane sg z dtugich, nierozgatezionych,
wysoko uporzadkowanych oligomerédw zwanych fibrylami. Podstawowym
budulcem fibryli amyloidowych sg struktury B-kartkowe utworzone z tancuchéw
zoligomeryzowanego biatka. Arkusze B-kartek w fibrylach amyloidowych utozone
sg jeden na drugim [24] i w ten sposdb tworzg tzw. B-krzyzowy rdzen charakterystyczny
dla wszystkich fibryli biatkowych [25]. W rdzeniu tym arkusze PB-kartek biegng
rownolegle do osi fibryli, w przeciwieAstwie do pojedynczych B-nici biegngcych
prostopadle. Odlegtosci miedzy poszczegdlnymi B-ni¢mi szacuje sie na 4,7-4,8 A,

a miedzy poszczegélnymi PB-kartkami na 10-12 A [26]. Struktura przyktadowej
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fibryli biatkowej (na podstawie struktury wtdkna amyloidu B) zostata przedstawiona

na Rycinie 3.

Rycina 3 Struktura 8-krzyZzowego rdzenia fibryli zbudowanej z amyloidu 8 [27].
Strzatka wskazuje os fibryli.

B-nici wchodzgce w skfad fibryli mogg by¢ utozone wzgledem siebie rownolegle
lub antyréwnolegle. Struktura wtékien utrzymywana jest gtéwnie dzieki takim sitom
jak wigzania wodorowe, oddziatywania elektrostatyczne [28], oddziatywania
van der Waalsa oraz oddziatywania hydrofobowe wystepujgce miedzy ciasno
upakowanymi fancuchami bocznymi aminokwaséw wchodzacych w sktad biatka [29].
Tworzg one uktad, ktéry mozna przyréwnac do utozonych naprzemiennie zebéw zamka
btyskawicznego [24]. Proces tworzenia fibryli amyloidowych rdézni sie w zaleznosci

od biatka, jednak ogdélny mechanizm, przedstawiony na Rycinie 4, zawsze pozostaje

taki sam.

o &—»i—»

monomer oligomer protofilament dojrzata fibryla

Rycina 4 Ogdlny mechanizm patologicznej agregacji biatek amyloidogennych [30].

Mechanizm agregacji biatek amyloidogennych rozpoczyna sie od formowania
roznego rozmiaru oligomeréw o strukturze B-kartkowej. Oligomery te, oddziatujac
ze sobg, tworzg diugie, proste wtékna — protofilamenty, ktére, na drodze dalszej

agregacji, tworzg protofibryle (niedojrzate fibryle) i ostatecznie dojrzate wtdkna. Fibryle
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amyloidowe najczesciej sktadaja sie z 2-6 protofilamentéow. W zaleznosci od sposobu
ich potgczenia mozemy obserwowa¢ rdéing morfologie dojrzatych widkien,
co przedstawione zostato w Tabeli 3. Jest to zjawisko tzw. polimorfizmu strukturalnego
fibryli amyloidowych [26]. Protofilamenty mogga tgczy¢ sie ze sobg bocznie tworzac
tzw. krysztaty [31] lub skreca¢ razem formujgc skrecone [32] lub helikalne wstgzki [33]
badz tez nanorurki [34].

Tabela 3 Polimorfizm fibryli amyloidowych [26].

Krysztat Skrecona wstgzka Helikalna wstazka Nanorurka

VW

\ ) 4 S84
' (/ ‘

(S il

Morfologia fibryli

[ . 1/

Proces fibrylizacji rézni sie dla poszczegdlnych biatek amyloidogennych. Réznice
w mechanizmie tego procesu pojawiajg sie na jego poczatkowych etapach, a doktadnie
w sposobie tgczenia monomerdw biatka i tworzeniu protofilamentéw. Obecnie wyrdznia
sie cztery gtdbwne mechanizmy fibrylizacji [29]:
A. Asocjacja monomerow

Jest to rzadki mechanizm. Dotyczy biatek, ktdre posiadajg zdolno$é do samo-
asocjacji. Nie wymaga on zmian konformacyjnych w strukturze faicucha. Czasteczki
asocjujg w sposob odwracalny tworzgc mniejsze lub wieksze oligomery, ktdre nastepnie
z powrotem rozpadajg sie na monomery. W niektérych przypadkach duzy rozmiar
powstatego oligomeru powoduje, ze proces przestaje by¢ odwracalny, co prowadzi
do utworzenia agregatu biatkowego.
B. Zmiany konformacyjne w biatku

Mechanizm ten dotyczy biatek, ktére oligomeryzujg dopiero po wystgpieniu
okreslonej zmiany konformacyjnej np. po cze$ciowym rozwinieciu struktury, natomiast

w postaci natywnej nie wykazujg sktonnosci do agregacji. Zmiany strukturalne
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prowadzgce do utworzenia fibryli mogg by¢ wywotane, w tym przypadku, takimi
czynnikami jak podwyzszenie temperatury lub czesciowa denaturacja biatka.
C. Zarodkowanie (nukleacja)

Mechanizm ten zaktada utworzenie tzw. jadra/zarodka agregacji, czyli oligomeru
o rozmiarach wystarczajgcych do inicjacji procesu tworzenia fibryli biatkowych. Mamy
tutaj do czynienia z tzw. fazg opdznienia. W catym procesie fibrylizacji nukleacja jest
etapem zachodzgcym najwolniej. Wymaga pokonania pewnej bariery energetycznej,
co czyni j3 termodynamicznie niekorzystng [35], dlatego w prdobkach biatek
fibrylizujgcych przez zarodkowanie fibryle mozna znalez¢ najczesciej dopiero po
kilkunastu, a nawet kilkudziesieciu dniach inkubacji [29]. Obecnie wyrdznia sie trzy drogi

nukleacji:

o zarodkowanie homogeniczne — polega na spontanicznej zmianie konformacji
biatka i spontanicznemu pofaczeniu czgsteczek [36]; jest rzadkie i powolne;
dotyczy gtéwnie tworzenia amyloidéw w chorobach dziedzicznych, w ktdrych
proces ten jest wspomagany przez mutacje w genie biatka wzmagajaca jego
podatnos¢ na spontaniczne samoorganizowanie [35];

o zaszczepianie — mechanizm szybszy i bardziej powszechny; polega na
dostarczeniu do organizmu wstepnie uformowanego jgdra agregacji; dotyczy
np. priondw, ktére, poniewaz posiadajg zmieniong juz konformacije,
umozliwiajg natychmiastowe przejscie do etapu wzrostu i wydtuzania fibryli
biatkowych [25]; szeroko prowadzone badania na myszach wykazaty,
ze wszczepienie zdrowemu organizmowi oligomerycznych zarodkow
niektorych biatek, np. amyloidu B czy a synukleiny, réwniez prowadzi do
rozwoju zmian chorobowych — neurodegeneracji [37], co potwierdza
prawidtowosé tego mechanizmu;

o zarodkowanie heterogeniczne — tutaj do rozpoczecia procesu nukleacji
wykorzystywana jest zewnetrzna powierzchnia (katalizator) stanowigca
rusztowanie dla nowo powstajgcego jadra, co obniza bariere energetyczng
zarodkowania [36,38]; takimi katalizatorami mogg by¢ np. wirusy [39],
nanoczastki [40], btony lipidowe [41], a takze powierzchnie formujgcych sie

dopiero wiékien biatkowych (tzw. zarodkowanie wtérne) [42].
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Dojrzate fibryle, poza katalizowaniem zarodkowania wtérnego, moga takze
ulegac fragmentacji i w ten sposdb dostarczac jadra agregacji dla nowych fibryli [30]
(Rycina 5). W dalszych etapach do zarodkéw przytaczajg sie kolejne monomery biatka
formujgc w ten sposdb wieksze oligomery o strukturze B-kartkowej, ktére dalej

przeksztatcajg sie w dojrzate fibryle.
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nukleacja elongacja fragmentacja zarodkowanie
wtdrne

Rycina 5 Schematyczne przedstawienie mechanizmu nukleacji poprzez zarodkowanie
homogeniczne, fragmentacje wtokna oraz zarodkowanie wtdrne [43].

D. Tréjwymiarowa wymiana domen

Mechanizm ten dotyczy biatek, ktére poprzez wymiane miedzy sobg konkretnych
fragmentow czasteczki tworzg dtugie oligomeryczne taficuchy, co przedstawione zostato
na Rycinie 6. Wymianie mogg ulega¢ pojedyncze motywy strukturalne jak
np. a-helisa lub cate domeny biatkowe [44]. Powszechnie uwaza sie, ze pierwszym
etapem tworzenia fibryli wedtug tego mechanizmu jest dimeryzacja. Powstajgce dimery
nigdy nie sg catkowicie symetryczne. Jesli dotyczg biatek wymieniajgcych ten sam
fragment czasteczki, to niesymetryczno$é najczesciej objawia sie w regionie
zawiasowym, czyli w miejscu potgczenia podjednostek dimeru [45]. Jednym z biatek,
ktore fibrylizuje za pomoca tréjwymiarowej wymiany domen jest cystatyna C (wiecej na

ten temat w rozdziale 1.3.4).

/
i
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Rycina 6 Schemat tworzenia oligomeru wedtug mechanizmu
tréjwymiarowej wymiany domen [46].
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1.4 Laboratoryjne metody badania agregacji biatek

Umiejetnos¢ otrzymywania i rozpoznawania fibryli biatkowych w warunkach
in vitro pozwala na lepsze poznanie i zrozumienie ich chorobotwdrczosci.
Monitorowanie procesu oligomeryzacji i obrazowanie powstajacych wtdkien dostarcza
szeregu informacji o ich morfologii i mechanizmie tworzenia. Istnieje wiele sposobdéw na
badanie fibrylizacji, a nalezg do nich miedzy innymi [47]:
A. Badanie pochtaniania swiatta

Pierwszg oznakg wskazujgcg na obecnos¢ agregatéw biatkowych jest wzrost
zmetnienia badanej prébki. Powstate oligomery poprzez zdolno$¢ do pochtaniania
i rozpraszania Swiatta powoduja, Zze roztwdr nabiera wtasciwosci optycznych i czesto
opalizuje, co mozna zaobserwowac¢ gotym okiem. Wielkos¢ zmetnienia (gestosc
optyczng) bada sie spektrofotometrycznie poprzez zarejestrowanie widma dla dfugosci
fali Amax, przy ktorej wystepuje maksymalna absorpcja promieniowania. Amax Scisle zalezy
od wielkosci czgstek obecnych w badanej prébce.
B. Analiza rozpraszania $wiatta

Teoria Rayleigha dotyczgca rozpraszania swiatta przez agregaty biatkowe méwi
o tym, ze czastki o srednicy mniejszej niz dtugos¢ fali padajgcego swiatta sg w stanie to
Swiatto rozproszy¢ [48]. Zjawisko to monitoruje sie za pomocg spektrofluorymetru
ustawiajgc identyczng dtugosc fali wzbudzenia i emisji, zazwyczaj okoto 350 nm.
C. Pomiary fluorescencji wewnetrznej

Biatka w swojej budowie posiadajg wewnetrzne chromofory takiej jak reszty
tyrozyny czy tryptofanu. Sg one bardzo wrazliwe na zmiany polarnosci i struktury biatka,
dlatego mozna je wykorzystaé do badania dynamiki zmian konformacyjnych, w tym
takze agregacji. Zmiany w intensywnosci fluorescencji i potozeniu maksimum emisji,
badane za pomocg spektrofluorymetru, dostarczajg informacji umozliwiajgcych
monitorowanie procesu tworzenia fibryli. Jedna z teorii dotyczgca wewnetrznej
fluorescencji agregatéw biatkowych méwi o tym, ze odpowiadajg za nig nie tylko
aminokwasy aromatyczne, ale takze delokalizacja elektronéw powstajgca w procesie
fibrylizacji [49]. Dzieje sie tak na skutek tworzenia struktur B-kartkowych i obecnosci
licznych wigzan wodorowych. Teoria ta poparta zostata faktem wykrycia wewnetrznej

fluorescencji we fragmencie amyloidu B pozbawionego reszt aromatycznych [49].

21



Wprowadzenie

D. Analiza za pomoca dichroizmu kotowego

Dichroizm kotowy (CD) to jedna z najwazniejszych metod wykorzystywanych
podczas pracy z biatkami. Umozliwia okreslenie struktury II- i lll-rzedowej badanego
biatka, ale takze pozwala na sledzenie kinetyki zmian konformacyjnych zachodzgcych
podczas procesu fibrylizacji. Tworzeniu arkuszy B-kartkowych towarzyszy pojawienie sie
na widmach CD charakterystycznego minimum w zakresie 215-218 nm.
E. Bezposrednie obrazowanie morfologii fibryli

Istnieje szereg metod mikroskopowych wykorzystywanych do bezposredniego
obrazowania morfologii agregatow biatkowych. Najczesciej wykorzystywanymi sg
transmisyjna mikroskopia elektronowa (TEM), mikroskopia sit atomowych (AFM) oraz
skaningowa mikroskopia elektronowa (SEM). Kazda z tych metod dostarcza
jakosciowych informacji na temat badanej prébki. Otrzymanie obrazéw o wystarczajgco
dobrej rozdzielczosci pozwala takie na okreslenie dftugosci, szerokosci oraz
charakterystyki powierzchniowej agregatéw biatkowych. Przyktadowe zdjecia

mikroskopowe fibryli biatkowych przedstawione zostaty na Rycinie 7.

Rycina 7 Obrazy mikroskopowe fibryli amyloidowych.
Z lewej obraz wykonany za pomocq TEM [50], w srodku - AFM [51], a z prawej SEM [50].

m

Badanie dyfrakcji fibryli amyloidowych

Kolejng metodg potwierdzajagcg obecnos¢ fibryli w prdobce s3 badania
wykorzystujgce promieniowanie rentgenowskie. Struktura B-krzyzowego rdzenia
charakteryzuje sie specyficznym obrazem dyfrakcyjnym, w ktérym wyrdzniamy silne
refleksy potudnikowe przy okoto 4,7-4,8 A oraz réwnoleznikowe w okolicach

10-12 A [52]. Wartosci te odpowiadajg odlegtosciom miedzy oddziatujgcymi ze sobg za
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pomoca wigzan wodorowych B-ni¢émi oraz odlegtosciom miedzy catymi B-arkuszami

w strukturze fibryli, co przedstawione zostato na Rycinie 8.

fibryle

rozstaw amyloidowe

B-nici

rozstaw
B-arkuszy

s
100A
srednica fibryli

Rycina 8 Badanie fibryli amyloidowych za pomocq promieniowania rentgenowskiego [24].

G. Analiza z wykorzystaniem barwnikéw fluorescencyjnych

Jedna z najpopularniejszych metod uzywanych w badaniach procesu fibrylizacji
zaktada wykorzystanie barwnika fluorescencyjnego do obserwowania zmian
strukturalnych zachodzacych w biatku. Najczesciej uzywanymi barwnikami sa:

o ANS - kwas 8-anilinonaftaleno-1-sulfonowy — oddziatuje z czesciami
hydrofobowymi biatka, co powoduje wzrost jego fluorescencji; na podstawie
zmian w intensywnosci fluorescencji mozna monitorowa¢ zmiany
konformacyjne zachodzgce w badanych czgsteczkach;

o tioflawina T — oddziatuje ze strukturami bogatymi w B-kartki, co powoduje
znaczne nasilenie jej fluorescencji [53]; monitorowanie intensywnosci
fluorescencji dla A wzbudzenia 0koto 450 nm i A emisi 482 nm pozwala na
okreslenie czy w roztworze rozwinety sie agregaty fibrylarne;

o czerwien Kongo — wybarwienie czerwienig Kongo prébki zawierajacej fibryle

powoduje pojawienie sie charakterystycznej zielonej dwéjtomnosci w swietle
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spolaryzowanym [54] przedstawionej na Rycinie 9; opracowano rowniez test
taczony tioflawina T — czerwien Kongo, ktéry wedtug autordw, daje bardziej

wiarygodne wyniki [55].

Rycina 9 Obraz probki zawierajqcej fibryle amyloidowe wybarwione
czerwienig Kongo w swietle spolaryzowanym [54].

2. Rola jonéw metali w rozwoju choréb neurodegeneracyjnych

Etiologia choréb neurodegeneracyjnych nie jest do konca poznana. Na ich
wystepowanie i przebieg wptywa wiele czynnikdw, poczawszy od uwarunkowan
genetycznych, przez starzenie sie, az po mozliwy wptyw srodowiska zewnetrznego
np. zanieczyszczen powietrza [56,57] Ilub sposobu odzywiania. Najczesciej
wystepujgcymi i zarazem najlepiej poznanymi chorobami neurodegeneracyjnymi
sg choroba Alzheimera i Parkinsona. Badania wykazaty, ze w ztogach B-amyloidu
w chorobie Alzheimera wystepujg wysokie stezenia jondw niektorych metali
np. miedzi czy cynku [58,59,60]. Odkrycie to sprawito, ze zaczeto zastanawiac sie nad ich
rolg w catym procesie patologicznej agregacji biatek. Jony metali oddziatujac
z domenami wigzgcymi biatek amyloidogennych, moga wptywac na proces formowania
ztogdw w mdzgu. Ponadto, obecno$é wysokich stezen tych jondw zwieksza poziom
stresu oksydacyjnego, co jest dodatkowym czynnikiem proapoptycznym w komérkach
nerwowych [61].

Zaréwno jony miedzi jak i cynku sg niezbedne do wfasciwego funkcjonowania
organizmu. Zaproponowano, ze zaburzenie ich homeostazy mozie by¢ jednym
z czynnikdw wptywajacych na postep neurodegeneracji [62]. Ze wzgledu na ztozonosc

i ogrom nieprawidtowych proceséw zachodzgcych w modzgach oséb cierpigcych

24



Wprowadzenie

na amyloidozy neurodegeneracyjne, rola jondw wyzej wymienionych metali nie
ogranicza sie jedynie do oddziatywania z samym biatkiem podczas oligomeryzacji.
W dalszej czesci tego rozdziatu omowione zostang wybrane aspekty wptywu jondw

miedzi i cynku na rozwdéj choréb neurodegeneracyjnych.

2.1 Jony miedzi

Miedz to nie tylko metal ciezki, ale takze mikroelement niezbedny do wtasciwego
funkcjonowania organizméw zywych, w tym takie modzgu [63]. W warunkach
fizjologicznych wystepuje na dwdch stopniach utlenienia, Cu* (niestabilny) oraz Cu?*
(stabilny), ktore z tatwoscig przechodzg w siebie nawzajem. Jony miedzi posiadajg
wtasciwosci oksydoredukcyjne, mogg by¢ zaréwno donorami jak i akceptorami
elektronu, co warunkuje ich szerokie funkcje biologiczne [64]. Miedz jest niezbedna
czescig centrow aktywnych wielu enzyméw, ktdére biorg udziat w podstawowych
reakcjach biochemicznych, takich jak np. oddychanie komérkowe. Metal ten wchodzi

w sktad co najmniej 30 waznych dla organizmu biatek, z ktérych wyrdzni¢ mozna [65]:
o dysmutaze ponadtlenkowg — posiada silne wiasciwosci antyoksydacyjne;
o oksydaze cytochromu ¢ — bierze udziat w procesie oddychania komdrkowego;
o PB-hydroksylaze dopaminy — uczestniczy w wytwarzaniu neuroprzekaznikow;
o oksydaze lizylowg — bierze udziat w produkcji kolagenu.

Dodatkowo udowodniono wazng role jonéw miedzi w metabolizmie weglowodandéw
i tluszczy [66], procesach spermatogenezy i podziatéw komérkowych [67], syntezie
czerwonych krwinek oraz metabolizmie zelaza [63]. Niemoznos$¢ utrzymania
homeostazy miedzi w organizmie prowadzi do rozwoju choréb neurodegeneracyjnych
takich jak choroba Menkesa wywotana mutacjg w genie biatka ATP7A transportujgcego
jony miedzi, czy choroba Wilsona wywotana mutacjg w genie biatka ATP7B, réwniez
zaliczanego do transporteréw Cu?* [68]. Obie przypadtosci prowadzg do uszkodzenia
uktadu nerwowego.

Jony miedzi, jako kofaktory SOD (dysmutazy ponadtlenkowej) katalizujace;j
dysmutacje anionorodnika ponadtlenkowego, posrednio posiadajg wtasciwosci

przeciwutleniajgce. Jednak ich nadmiar w komodrkach powoduje efekt odwrotny
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tj. podnosi poziom stresu oksydacyjnego ze wzgledu na wzmozong produkcje

reaktywnych form tlenu (ROS) [69]:
Cu?*ZnSOD + 0, > Cu*ZnSOD + 0,
Cu*ZnSOD + 0;™* + 2H* - Cu?*ZnSOD + H,0,

Swobodnemu przechodzeniu jonéw miedzi z jednego na drugi stopien utlenienia
(Cu* ¢> Cu?) w reakcjach Harbera-Weissa, towarzyszy powstanie rodnika

hydroksylowego wyniszczajgcego komérki nerwowe [69]:

Cu?+ 0" > Cu*+ 0,
Cu* + H202 > Cu?* + «OH + OH™ (reakcja Fentona)

Miedz jest substratem do reakcji Fentona, co powoduje, ze jej nadmiar staje sie
silnie cytotoksyczny. Reakcja ta zachodzi w organizmie obarczonym neurodegeneracija
szybko i wydajnie ze wzgledu na powszechnie dostepne substraty. W mdzgu osoby
chorej stezenie jondw miedzi znacznie przewyzsza prawidtowe stezenie fizjologiczne
[59,70], co uniemozliwia SOD oraz innym przeciwutleniaczcom wystarczajgco szybka
dezaktywacje wolnych rodnikéw. Zbyt wysoki poziom stresu oksydacyjnego powoduje
nieodwracalne zniszczenia na poziomie komérkowym [71].

Powstajacy w reakcji Fentona bardzo reaktywny rodnik hydroksylowy reaguje
miedzy innymi z mitochondrialnym DNA [69] powodujgc pekanie tancucha kwasu
nukleinowego i/lub modyfikacje zasad budujagcych nici. Komodrki nieobjete
neurodegeneracjg (nienarazone na nadmierng produkcje ¢OH) potrafig radzi¢ sobie
z takimi uszkodzeniami dzieki licznym enzymom odpowiadajgcym za naprawe tancucha
DNA (polimerazy, nukleazy) [72]. Oprocz kwaséw nukleinowych, rodniki hydroksylowe
reagujg rowniez z szerokg gamg biatek biologicznie czynnych. Utlenianiu biatka
zazwyczaj towarzyszy zmiana jego struktury II- i lll-rzedowej, co skutkuje utrata
aktywnosci biologicznej. Dodatkowo, utlenianie tancuchéw bocznych aminokwaséw
moze prowadzi¢ do sieciowania czgsteczek biatka czyli indukowac¢ jego agregacje [22],
a efekt ten dodatkowo wzmacniany jest przez obecnos$é jondw miedzi [73]. Na skutek
dziatania wolnych rodnikdow modyfikacjom ulegajg takze lipidy, dtugie kwasy ttuszczowe
czy cholesterol. Jedna z hipotez moéwi, ze HNE (4-hydroksy-2-nonenal), powstajgcy

w procesie utlenienia wielonienasyconych lipidéw, dodatkowo przyspiesza
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amyloidogeneze. HNE kowalencyjnie taczy sie z resztami histydyn w faricuchu
amyloidu B (AB), co znacznie zwieksza jego tendencje do agregacji oraz powinowactwo
do bton lipidowych, ktére na skutek oddziatywania z AB ulegajg uszkodzeniu [74].

Badania in vitro wskazujg, ze jony miedzi silnie wigzg sie z amyloidem [
[75,76,60]. Udowodniono, ze w ich obecnosci generowanie wolnych rodnikéw nastepuje
gtéwnie na drodze reakcji redoks aktywnego kompleksu metal-biatko, a nie wolnego
jonu [77]:

AB-Cu* + H,0; = AB-Cu?* + «OH + OH~

W kolejnym etapie utlenione jony miedzi zostajg zredukowane (Cu?* - Cu%)
z wytworzeniem H,0; czyli substratu do produkcji ROS [70].

Jony miedzi poglebiaja choroby neurodegeneracyjne nie tylko przez
generowanie stresu oksydacyjnego, ale posrednio takie poprzez modulacje
dziatania jonotropowego receptora kwasu N-metylo-D-asparaginowego (NMDAR) [78]
umiejscowionego na btonie postsynaptycznej neuronéw. Wolne jony miedzi sg silnymi
inhibitorami NMDAR, uwalnianymi do szczeliny synaptycznej po przekazaniu sygnatu
nerwowego [79]. W chorobach neurodegeneracyjnych nastepuje uposledzenie
przekazywania sygnatéw nerwowych w objetym chorobg obszarze mézgu. Gtéwnym
neuroprzekaznikiem osrodkowego ukfadu nerwowego jest kwas glutaminowy, ktéry
znajduje sie w blisko potowie neurondéw madzgowych. Petni on szereg waznych funkcji
W procesie uczenia sie i zapamietywania, ale jego nadmiar, ktéry wystepuje réwniez
w przypadku choroby Alzheimera i Parkinsona, okazuje sie ekscytotoksyczny [80,81].
Toksyczno$é kwasu glutaminowego wynika ze zbyt silnej aktywacja receptoréow
glutaminianowych, takich jak wfasnie NMDAR, znajdujgcych sie w btonie
postsynaptycznej. Pobudzenie NMDAR (przytgczenie glutaminianu i glicyny lub
D-seryny) powoduje otwarcie nieselektywnego kanatu jonowego, przez ktéry jony
wapnia i sodu przedostajg sie do cytozolu komérkowego (Rycina 10). W przypadku
prawidtowego dziatania receptora, w tym momencie nastepuje depolaryzacja btony
postsynaptycznej czyli przekazanie sygnatu elektrycznego do kolejnej komorki
nerwowej. Jednak w przypadku nadmiernego pobudzenia NMDAR nastepuje
niekontrolowany naptyw jondw sodu i wapnia do komorki, ktdre, kumulujac sie

w komarce, zaburzajg jej prawidtowg prace i prowadza do obumierania neuronu [82].
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Badania wykazaty, ze w mdzgu objetym neurodegeneracja stezenie wolnych jonow
miedzi odpowiadajgcych za blokowanie NMDAR jest niskie, co prowadzi do
wzmozonego pobudzania tych receptoréw i opisanych powyzej konsekwencji
[78,83,84]. Aktywacja receptora NMDAR dodatkowo stymuluje produkcje AB oraz
uwalnianie jonéw miedzi z ATP7A, ATPazy transportujgcej Cu*. Amyloid P
oligomeryzujagc w przestrzeni miedzysynaptycznej wigze wolne jony miedzi
uniemozliwiajgc im inhibicje NMDAR, co prowadzi do powstania btednego kota,

w skutek ktérego nastepuje Smier¢ komoérki [85,86].

Zn2+/ cu2+
glicyna/seryna A >
()
A

/ 3;' glutaminian
++++ {

----- . }\'2"1;\“_/7 Rl
wnetrze komorki

Rycina 10 Schemat dziatania jonotropowego receptora NMDAR. Otwarcie kanatu
nastepuje po przytqczeniu glicyny lub D-seryny oraz glutaminianu lub NMDA.
Jony Zn** oraz Cu?* inhibujq dziatanie receptora.

Rysunek wykonany za pomocq strony BioRender.com.

Jony miedzi obecne sg w catym obszarze mdézgu, m.in. w hipokampie, jadrach
podstawnych czy modzdzku [87]. Nie tylko biorg udziat w generowaniu wolnych
rodnikdéw, ale takze oddziatuja z biatkami tworzgcymi ztogi, prawdopodobnie
przyspieszajgc ich ksztattowanie. We wczesnych stadiach choroby Alzheimera (AD)
stezenie jondw miedzi we krwi pozostaje niezmienione i dopiero wraz z rozwojem

choroby ulega podwyzszeniu. Z tego wzgledu, naukowcy bardziej sktaniajg sie ku
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hipotezie, ze zaburzenie homeostazy Cu nie jest bezposrednim czynnikiem
wywotujgcym uszkodzenie mdzgu, a jedynie jego nastepstwem, ktére w dalszych

etapach przyspiesza postep choroby.

2.2 Jony miedzi w chorobie Alzheimera

Choroba Alzheimera jest najczesciej wystepujacg przyczyng demencji. Obejmuje
od 60 do 80 % jej przypadkdw i pojawia sie najczesciej powyzej 65 roku zycia [88,89].
Rozwija sie bardzo powoli i przez lata moze nie dawaé zadnych objawdw. Pierwszymi
sygnatami, ktére mogg wskazywa¢ na  wystgpienie tej przypadtosci,
sg trudnosci w zapamietywaniu ostatnich wydarzen badz rozméw i apatia. Z czasem
pojawiajg sie rowniez zmiany w zachowaniu chorego, dezorientacja, zaniki pamieci oraz
trudnosci w méwieniu i poruszaniu sie [88]. Niektorym przypadkom AD towarzyszg takze
silne objawy neuropsychiatryczne takie jak depresja, zaburzenia snu oraz nasilajgca sie
agresja [90]. Cho¢ chorobe Alzheimera taczy sie bezposrednio ze starzeniem organizmu
oraz uwarunkowaniami genetycznymi, to badania epidemiologiczne wykazaty,
ze czynnikami ryzyka znacznie zwiekszajacymi prawdopodobienstwo zachorowania
s3 miedzy innymi powazne urazy gtowy, nadcisnienie tetnicze, cukrzyca typu 2,
nieprawidtowa masa ciata (zaréwno niedowaga jak i otytosc¢), palenie czy permanentny
stres [91].

Uszkodzenie osrodkowego ukfadu nerwowego w AD nastepuje na skutek
odkftadania sie miedzykomodrkowo agregatéw B-amyloidu powstajgcego w wyniku
nieprawidlowego  ciecia  biatka  prekursorowego amyloidu  (APP) oraz
wewnatrzkomdrkowo — hiperfosforylowanego biatka tau [89]. Badania wykazaty, ze jony
miedzi majg zdolno$é do wigzania sie ze wszystkimi trzema wymienionymi powyzej,
istotnymi w chorobie Alzheimera biatkami. Domena wigzgca jony miedzi w APP znajduje
sie na C-koricu biatka, a w jej sktad wchodzg cztery reszty aminokwasowe: His'#’, His'>?,
Tyr'%® oraz Met!’? [92]. APP ma zdolno$é do katalizowania redukcji Cu?* do Cu* [93].
Ponadto uwaza sie, ze biatko prekursorowe amyloidu bierze udziat w regulacji
homeostazy jonédw miedzi. Wedtug badan, zaréwno nadmiar jak i niedobdér miedzi
wptywa na poziom ekspresji APP w organizmie [94,95]. Jedna z hipotez mdwi, ze

oddziatywanie Cu z APP powoduje dimeryzacje biatka i jego lokalizacje w tratwach
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lipidowych w btonie komodrkowej, gdzie prawdopodobnie zachodzi generowanie
AB [96].

Amyloid B zaréwno w postaci monomeru, jak i duzego oligomeru ma zdolnos¢ do
wigzania Cu?*. Dodatkowo, posiada wystarczajgco wysokie powinowactwo do jondw
miedzi, aby proces ten modgt zachodzi¢ na poziomie zewnagtrzkomérkowych stezen
fizjologicznych i, w zwigzku z tym, wiele badan potwierdza udziat Cu w procesie
tworzenia ztogéw [97,98,99,100]. Gtéwna domena wigzgca jony metalu w amyloidzie
znajduje sie na N-koncu biatka i obejmuje obszar od 1 do 16 reszty aminokwasowe;j
[101]. Wiazanie metalu zachodzi bardzo dynamicznie, dlatego nie wyklucza sie
mozliwosci oddziatywania z nim réwniez innych fragmentéw sekwencji. Dokfadne
miejsce koordynacji jonéw miedzi na N-koricu Sciéle zalezy od pH. W zakresie pH 6-7
za wigzanie jondw odpowiadajg reszty Asp?, His® oraz His'3/His!*. Natomiast w pH 7-8 sg
to reszty His®, His'3, His4 [102] oraz wolna grupa aminowa (Rycina 11) [103]. Krytyczna
resztg w taicuchu amyloidu B odpowiadajgcg za oddziatywanie z jonami Cu?* jest His!3.
Wykazano, ze szczury typu dzikiego nie zapadajg na AD, poniewaz szczurzy amyloid B nie
posiada w pozycji 13 reszty histydyny, ktéra jest niezbedna do indukowanej przez miedz
agregacji biatka [99]. Mechanizm takiej oligomeryzacji moze by¢ zwigzany ze zmiang
tadunku na N-koncu tancucha. Oddziatywanie z jonem metalu powoduje redukcje
tadunku z obojetnego na silnie ujemny, co wptywa takze na rozpuszczalno$¢ amyloidu B

[103].

N-koniec

Rycina 11 Model koordynacji jonu Cu®* (zielona kula) przez amyloid 8 w fizjologicznym pH.
Rysunek wykonany za pomocq programu ChemSketch.
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Wiele badan laboratoryjnych wskazuje, ze oddziatywanie Cu-AB prowadzi do
bardzo zrdéinicowanych produktéw oligomeryzacji, od nieuporzagdkowanych
oligomerdow po wysoko uporzagdkowane fibryle biatkowe [104]. Na przebieg procesu
agregacji wptywajg takie czynniki jak pH, stezenie biatka, stezenie metalu, temperatura,
rodzaj buforu czy intensywno$é mieszania prébki [97]. Niektére doniesienia mdéwig,
ze w przypadku amyloidu B, stechiometryczne stezenia jondw miedzi zapobiegaja
tworzeniu jego uporzadkowanych struktur B-kartkowych [105]. Jednak zdecydowana
wiekszo$é badaczy twierdzi, ze jony Cu®** w obecnosci nawet niewielkiego stezenie AB,
indukuja szybka fibrylizacje biatka [97].

W literaturze znalez¢ mozna réwniez informacje na temat pobudzania przez jony
miedzi agregacji biatka tau. W organizmie ludzkim produkowanych jest 6 izoform tego
biatka, zbudowanych, w zaleznosci od izoformy, z 352-441 reszt aminokwasowych.
Biatka te posiadajg 3 lub 4 domeny wigzgce z mikrotubulami, przez co uczestniczg
w budowie cytoszkieletu [106]. W chorobie Alzheimera agregacja amyloidu B jest Scisle
zwigzana z tworzeniem wewngatrzkomérkowo ztogéw (splatkdw) neurofibrylarnych
zbudowanych z hiperfosforylowanego biatka tau. Nie jest do korica jasne czy agregacja
jednego biatka jest niezalezna od agregacji drugiego, ale wedlug badan
przeprowadzonych na modelu mysim, oligomery amyloidu  stymulujg hiperfosforylacje
tau promujac tworzenie neurofibryli [107]. Wielu naukowcdw sktania sie ku hipotezie,
ze dopiero jednoczesne oddziatywanie na organizm obu tych biatek prowadzi do zmian
patologicznych w komadrkach nerwowych.

Poszczegblne izoformy biatka tau rdznig sie iloscig pseudopowtdrzen sekwencji
aminokwasowych na C-konicu. Sekwencje te wykazujg powyzej 60 % homologii, co
przedstawione zostato na Rycinie 12. Wraz ze wzrostem liczby powtdrzen, wzrasta takze

powinowactwo do mikrotubul oraz tendencja do agregacji [85].

R1 244-274 -QTAPVPMPDLKNVKSKIGSTENLKHQPGGGK
R2 375305 -VQIINKKLDLSNVQSKCGSKDNIKHVPGGGS
R3 306-336 -VQIVYKPVDLSKVTSKCGSLGNIHHKPGGGQ

VEVKSEKLDFKDRVQSKIGSLDNIIHVPGGGN

Rycina 12 Sekwencje pseudopowtdrzen (R1-R4) obecnych w domenie wigzqcej
z mikrotubulami w biatku tau z zaznaczonymi resztami histydyny [108].
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Badania in vitro sugeruja, ze miedz wigze sie do drugiego (R2) i trzeciego (R3)
regionu powtdrzen powodujgc tworzenie struktury a-helikalnej promujacej formowanie
widkien neurofibrylarnych [85]. Jedna z teorii mowi rowniez, ze biatko tau, podobnie jak
AB, jest zdolne do redukcji jonéw miedzi indukujgc przy tym wytwarzanie nadtlenku
wodoru [109]. Region R3 ze wzgledu na obecnos¢ w sekwencji dwéch reszt histydyny
obok siebie, jest w stanie silnie wigza¢ jony miedzi na obu stopniach utlenienia, co

sprzyja zachodzeniu reakcji redoks (Cu?* = Cu*) [108] i generowaniu ROS.

2.3 Jony miedzi w chorobie Parkinsona

Choroba Parkinsona (PD) wystepuje gtdwnie u oséb powyzej 55 roku Zzycia,
rozwija sie powoli i prowadzi do trwatego, nieodwracalnego uszkodzenia istoty czarnej
w mozgu [110], odpowiedzialnej miedzy innymi za koordynacje ruchéw mimowolnych.
PD uwazana jest za drugie najczestsze zaburzenie zwyrodnieniowe mdzgu. Mechanizm
powstawania i rozwoju choroby Parkinsona, tak samo jak w przypadku AD, nie jest do
korica poznany. Badania statystyczne wykazaty, ze czestos¢ zachorowan $cisle zalezy od
ptci (mezczyzni chorujg dwa razy czesciej od kobiet), grupy etnicznej czy potozenia
geograficznego, jednak fakt ten nie zostat jeszcze wyjasniony [111].

Charakterystycznymi objawami PD sg zaburzenia ruchowe (spowolnienie,
niezgrabnos$é), powtdczenie nogami, drzenie miesni, pochylona postawa oraz
spowolnienie procesdw myslowych. Pierwsze objawy parkinsonizmu sg czesto mylone
z objawami starzenia, dlatego wielu pacjentdéw rozpoczyna leczenie w momencie, kiedy
choroba jest juz mocno rozwinieta. Uposledzenie ruchowe oraz myslowe zwieksza
prawdopodobienistwo zgonu na skutek przypadku, a nie samej choroby, np. w wyniku
upadku, zapalenia ptuc czy niedozywienia [112].

W modzgach oséb cierpigcych na chorobe Parkinsona odkryto nierozpuszczalne
ztogi biatkowe zwane ciatami Lewy’ego. S3 to duze agregaty biatkowe, ktérych gtéwnym
sktadnikiem jest a-synukleina obficie wystepujgca we fragmentach presynaptycznych
neuronéw, gdzie prawdopodobnie bierze udziat w uwalnianiu neuroprzekaznikow
z pecherzykéw presynaptycznych [113]. W postaci natywne] a-synukleina posiada
strukture wysoce nieuporzgdkowang ze wzgledu na niskg hydrofobowosé i wysoki
tadunek. Poczgtkiem procesu agregacji prawdopodobnie jest czesciowe zwiniecie

tancucha (ustrukturyzowanie). Dopiero w kolejnych etapach nastepuje przeksztatcenie
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struktury biatka w dobrze zdefiniowang strukture trzeciorzedowg bogatg w B-kartki
[114]. Wiele dowoddw wskazuje na to, ze tak jak w przypadku AD, to nierozpuszczalne
oligomery i protofibryle, a nie same wtdkna amyloidowe, odpowiadajg za toksycznos¢
a-synukleiny [115]. Potrafig one przenika¢ przez btony komdérkowe, wigzaé sie z nimi
oraz tworzy¢ w nich kanaty podobne do porow [116]. Badania wykazaty, ze agregacje
a-synukleiny in vitro promujg takie czynniki jak wysokie stezenie biatka, niskie pH,
podwyzszona temperatura, obecno$é¢ jondw metali oraz oddziatywanie z innymi
biatkami [116].

Patogennos¢ oligomeréw a-synukleiny opiera sie na niszczeniu neurondéw
dopaminergicznych istoty czarnej [110]. Dopamina jest jednym z gtéwnych
neuroprzekaznikéw niezbednych do prawidtowego funkcjonowania mézgu. Obnizenie
jej produkcji skutkuje ostabieniem sygnatéw nerwowych, czego konsekwencjg sa
przedstawione wczesniej objawy parkinsonizmu. Dlatego tez, we wczesnych stadiach
choroby, podaje sie pacjentom prekursory dopaminy np. lewodope, aby pobudzi¢ inne
komorki nerwowe do jej produkgji.

a-Synukleina wykazuje wysokie powinowactwo do jonéw miedzi, znacznie
wyzsze od ich synaptycznego stezenia. Substancja czarna, atakowana w PD, jest czescia
zwojoéw podstawnych mézgu, w ktérych wystepuje najwieksze w osrodkowym uktadzie
nerwowym stezenie jondw miedzi, dlatego ich rola w rozwoju parkinsonizmu moze by¢
dosé istotna. Domena wigzgca Cu?* znajduje sie na N-koricu taricucha biatka. Za proces
koordynacji odpowiadaja: N-koricowa grupa aminowa Met?!, pochodzgce od Asp? grupa

amidowa i karboksylowa oraz piersciert imidazolowy His® (Rycina 13) [117].

His>0

Rycina 13 Domena wigzgca jon Cu?* (zielona kula) w a-synukleinie.
Rysunek wykonany za pomocq programu ChemSketch.
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Wiele badan wskazuje na zwigzek agregacji a-synukleiny z jonami metali.
Udowodniono, Zze dodatek DOPAL (3,4-dihydroksyfenyloacetaldehydu), jednego
z gtéwnych metabolitéw dopaminy, do roztworu a-synukleiny powoduje jej silng
oligomeryzacje, a obecnos¢ dwuwartos$ciowych jondw metali znacznie wzmaga ten
proces. Sposrdéd badanych metali tj. Fe?*, Mn?* oraz Cu?', to miedZ wykazywata
najsilniejszy efekt [118]. Mechanizm oligomeryzacji z wykorzystaniem DOPAL nie
wymaga wysokich stezen reagentdéw, co skfania ku hipotezie, ze mogtby zachodzic
w warunkach in vivo.

Niektére zrdédfa literaturowe méwia takze o zdolnosci miedzi do bezposredniej
indukcji i/lub przyspieszania oligomeryzacji a-synukleiny [119]. Oddziatywanie
metal-biatko wywotuje zmiany konformacyjne, ktére promujg tworzenie konkretnego
rodzaju oligomerdw. Badania in vitro wykazaty, ze w obecnosci jondw Cu?* czgsteczki
a-synukleiny chetniej tworzg pierscieniowe protofibryle niz wtdkienka, co moze
ttumaczy¢ zwiekszenie toksycznosci agregatdw w obecnosci tego metalu. Piers$cieniowe
protofibryle wykazujg bardzo wysokie powinowactwo do bton komérkowych. taczac sie
z membrang generujg powstanie porow, prowadzgc w ten sposdb do Smierci komérek
nerwowych [120]. Nie istniejg co prawda silne dowody na potwierdzenie toksycznosci
zarowno pierscieniowych protofibryli, jak i dojrzatych fibryli, jednak nie ma watpliwosci

co do powigzania agregacji a-synukleiny z degeneracjg neuronéw dopaminergicznych.

2.4 Jony cynku

Cynk, obok miedzi, jest jednym z najwazniejszych mikroelementéw niezbednych
do wtasciwego funkcjonowania organizméw ludzkich. Wchodzi w skfad szeregu
metaloprotein, z ktdorych znaczna cze$¢ posiada w sekwencji tzw. motyw palca
cynkowego. Klasycznie skfada sie on z dwdch reszt cysteiny i dwdch reszt histydyny
(typ C2-H2) koordynujgcych jon cynku, jednak tgcznie wyrézni¢ mozna co najmniej 30
roznych struktur palca cynkowego (réznych uktadow reszt Cys i His) [121]. Biatka
zawierajgce jony Zn?* sg bezposrednio zwigzane z uktadami neurologicznym,
immunologicznym i rozrodczym [122]. Dodatkowo biorg udziat miedzy innymi
w procesach organogenezy, spermatogenezy, odczuwania smakdéw czy wydzielania

enzymoéw zotgdkowych. Cynk zaangazowany jest takze w synteze i degradacje biatek

34



Wprowadzenie

oraz kwaséw nukleinowych. Wchodzi w sktad ponad 3000 réznych metaloprotein [123].

Przyktadami enzymoéw cynkozaleznych sg [124]:

o dehydrogenaza alkoholowa — bierze udziat w detoksykacji alkoholu,
o anhydraza weglanowa — katalizuje reakcje H.CO3 & CO; + H;0,

o karboksypeptydaza — uczestniczy w hydrolizie taricuchéw peptydowych.

Ze wzgledu na swoje szerokie zastosowania, cynk znajduje sie we wszystkich
tkankach i wydzielinach ciata, a jego najbardziej stabilny, a tym samym
najpowszechniejszy, stopiefd utlenienia to Zn?*. Zwigzki zawierajgce Zn* wystepujg
rzadko i muszg by¢ stabilizowane przez duze ligandy. Cynk, razem z jonami miedzi,
wchodzi w sktad SOD, co wskazuje na jego istotng funkcje cytoochronng. Udowodniono,
ze niedobdr tego metalu skutkuje zwiekszong produkcja wolnych rodnikéw
i, w konsekwencji, uszkodzeniem komérek [125].

Wiele Zrédet literaturowych wskazuje na udziat cynku w rozwoju choréb
neurodegeneracyjnych. Udowodniono, ze metal ten wigze sie z biatkami
amyloidogennymi, takimi jak APP, amyloid B czy a-synukleina, jednak oddziatywanie
to jest znacznie stabsze niz w przypadku miedzi [126]. Pomimo tego, niektdrzy naukowcy
sktaniajg sie ku hipotezie, ze jony Zn%* indukuja szybka agregacje AR [127]. Faktem
sktaniajgcym do potwierdzenia tej hipotezy jest wykrycie wysokiego stezenia tego
metalu w ztogach amyloidowych.

Ze wzgledu na obecnos¢ jondw cynku jako neuroprzekaznikéw w szczelinach
synaptycznych, sg one w tym kontekscie Scislej tgczone z objawami demencji starcze;j.
Chelatowane jony Zn?* znajdujg sie w pecherzykach presynaptycznych neurondw
glutaminergicznych i wraz z glutaminianem uwalniane sg do szczeliny synaptycznej
podczas wzbudzenia neuronu. W stanach niedokrwienia moézgu, na niedobér tlenu oraz
glukozy neurony reagujg nagtym, niekontrolowanym wyrzutem glutaminianu i jonéw
cynku do szczeliny synaptycznej. Tam oddziatuja one z receptorami na btonie
postsynaptycznej, takimi jak AMPAR (receptor kwasu a-amino-3-hydroksy-5-metylo-4-
izoksazolopropionowego), RBPL (receptory bramkowane potencjatem typu L) oraz
wczesniej juz wspomniany NMDAR, powodujgc otwarcie kanatéw jonowych dla wapnia,
co przedstawione zostato na Rycinie 14 [128]. Niespecyficzno$¢ wyzej wymienionych

kanatéw powoduje przedostanie sie do wnetrza komérki takze jonéw cynku, ktére
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w nadmiarze staja sie neurotoksyczne. Zn?* ma zdolno$é do inhibowania pracy szeregu
enzymow, hamowania procesu oddychania komérkowego, co pozbawia komorke
energii oraz uczestniczy w produkcji wolnych rodnikéw [128]. Negatywne skutki
dziatania cynku, w pofaczenia z nadmiarem jonéw wapnia w neuronach, powodujg ich
obumieranie, dlatego u oséb po udarach niedokrwiennych médzgu, w ciggu trzech

miesiecy, czesto rozwijajg sie objawy demencji.

@ jonycynku
@® glutaminian

@ jonywapnia

smier¢ neuronu

Rycina 14 Nieprawidtowe dziatanie synapsy indukujgce smier¢ komorki nerwowej
w stanie niedokrwienia mozgu.
Rysunek wykonany za pomocq strony BioRender.com.
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3. Ludzka cystatyna C

Cystatyny to rodzina biatek charakteryzujgcych sie podobng budowg czgsteczki.
Wystepujg one zaréwno w organizmach ludzkich, jak i zwierzecych, a ich gtéwnga funkcja
jest inhibicja proteaz cysteinowych. Ze wzgledu na pewne rozbieznosci w strukturze

i wystepowaniu cystatyny dzielimy na [129,130]:

o Cystatyny Typu 1 — wewnatrzkomérkowe; przedstawiciele: cystatyna A i B,
inaczej zwane stefinami; jednotancuchowe biatka zbudowane z okoto 100 reszt
aminokwasowych; nie posiadajg mostkéw disulfidowych ani reszt cukrowych;

wystepuja gtéwnie w cytozolu komdérkowym;

o Cystatyny Typy 2 — zewngtrzkomérkowe; przedstawiciele: cystatyny C, D, E, F, G,
S i SN; jednotancuchowe biatka zbudowane z okoto 115 reszt aminokwasowych;
posiadajg dwa mostki disulfidowe, ale nie posiadajg reszt cukrowych; wystepuja
gtéwnie w ptynach ustrojowych;

o Cystatyny Typu 3 — wewnatrznaczyniowe; tzw. L- i H-kininogeny; s3 to
wielodomenowe biatka zbudowane z trzech typowych dla cystatyn sekwencji
aminokwasowych; rdznig sie od siebie rodzajem aktywnosci biologicznej;

zawierajg zaréwno mostki disulfidowe jak i reszty cukrowe; wystepujg w osoczu.

Jednym z przedstawicieli grupy cystatyn Typu 2 jest cystatyna C, ktéra stanowi gtowny

przedmiot niniejszej rozprawy doktorskiej.

3.1 Funkcje biologiczne

Ludzka cystatyna C lub inaczej hCC (z ang. Human Cystatin C) produkowana jest
przez wszystkie komoérki jadrzaste ludzkiego organizmu i, w postaci monomerycznej,
wydzielana jest do ptyndéw ustrojowych [131]. Najwieksze stezenie hCC wystepuje
w spermie (ok. 51,0 mg/l) oraz w ptynie mdzgowo-rdzeniowym (ok. 5,8 mg/l), ale
mozemy jg znalez¢ réwniez w moczu, $linie, tzach, osoczu oraz mleku [131]. Cystatyna C
wykazuje silng aktywnos¢ inhibicyjng wobec proteaz cysteinowych. W sposdb
odwracalny hamuje enzymy nalezgce do klasy C1 proteaz cysteinowych takie jak
papaina, katepsyny B, H, K, Li S oraz do klasy C13 czyli leguminaz [132]. Dzieki temu hCC

kontroluje i reguluje proteolize pozakomdérkowa.
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Zmiana w osoczowym stezeniu cystatyny C jest czynnikiem wskazujgcym
na rozwaj niekorzystnych zmian w organizmie. W niektérych stanach chorobowych, jak
np. w reumatoidalnym zapaleniu stawéw [133] czy rozedmie ptuc [134],
zaobserwowano podwyzszong aktywnos¢ proteaz cysteinowych i/lub stezenia
cystatyny C. Zaburzenie réwnowagi enzym-inhibitor prowadzi do powstawania
i pogtebiania patologicznych zmian, co sugeruje bardzo istotng role hCC w ochronie
i prawidtowym funkcjonowaniu komoérek. Niektdre z badan naukowych wskazujg na
zdolnos¢ cystatyny C do aktywacji uktadu odpornosciowego poprzez stymulacje syntezy
czynnika TNF-a (ang. Tumor Necrosis Factor a) i interleukiny 10 oraz pobudzania
makrofagéw [135,136]. Udowodniono rdwniez, ze biatko to posiada witasciwosci
neuroochronne [137]. Produkowane jest w neuronach w odpowiedzi na obecnosé
ztogéw amyloidowych w médzgu i, poprzez oddziatywanie z fragmentem amyloidu B
niezbednym do fibrylizacji (reszty 17-28), zdolne jest do hamowania jego agregacji
[138,139].

Oprocz organizmow ludzkich, proteazy cysteinowe niezbedne sg réwniez do
prawidtowego funkcjonowania bakterii, pasozytow, wirusow oraz grzybéw [140]. Z tego
wzgledu cystatyna C, bedac inhibitorem proteaz cysteinowych, jest szeroko
rozpatrywana jako czgsteczka o wtasciwosciach przeciwbakteryjnych, przeciwpasozyt-
niczych, przeciwgrzybiczych i przeciwwirusowych. W oparciu o fragment sekwencji hCC
zaprojektowano, zsyntezowano i przebadano peptydomimetyk Cystapep 1, ktdry, jak sie
okazato, charakteryzuje sie silnymi wtasciwosciami przeciwbakteryjnymi oraz wysokim
profilem bezpieczenistwa [141].

Z uwagi na niewielki rozmiar i fadunek dodatni w fizjologicznym pH, cystatyna C
posiada mozliwos¢ swobodnego przechodzenia przez kiebuszki nerkowe. Stezenie hCC
w organizmie jest state i niezalezne od pfci, wieku oraz masy ciata, a samo biatko
wykazuje duzg stabilno$¢ w warunkach laboratoryjnych. Dzieki temu cystatyna C, cho¢
jej ilos¢ w moczu jest niewielka (ok. 0,095 mg/l) [131], stanowi doskonaty endogenny
biomarker. Zmiany w stezeniu hCC w moczu mogg wskazywac na uszkodzenie nerek lub
dziatanie nefrotoksyczne przyjmowanych lekédw. Wyznaczenie wskaznika filtracji
ktebuszkowej GFR (z ang. Glomerular Filtration Rate) oznaczajgcego ilos¢ osocza
przefiltrowanego w jednostce czasu przez ktebuszki nerkowe, pozwala na oceng stopnia

wydolnosci nerek [142].
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3.2 Budowa czasteczki

Biologicznie aktywna forma cystatyny C to pojedynczy taricuch polipeptydowy
zbudowany ze 120 reszt aminokwasowych (Rycina 15) o tacznej masie 13,4 kDa.
W przeciwienstwie do innych przedstawicieli cystatyn Typu 2, hCC ma charakter
zasadowy. W warunkach fizjologicznych wykazuje dodatni tadunek elektryczny, a jej pl
wynosi 9,3. Czgsteczka cystatyny C zbudowana jest z a-helisy (al) otoczonej przez
B-kartke ztozong z czterech antyréwnolegtych B-nici. Nici B2 i B3 potaczone sg tak zwang
petlg L1, a B4 i B5 petlg L2. Po przeciwnej stronie czasteczki (patrzac od petli L1 i L2)
znajduje sie stabo ustrukturyzowany i labilny fragment faricucha nazwany regionem AS
(ang. Appending Structure). hCC posiada dwa mostki disulfidowe zlokalizowane

w pozycjach Cys’3-Cys®3 oraz Cys®’-Cyst!’.

N-koniec
C-koniec

Rycina 15 Struktura krystaliczna mutanta V57N cystatyny C (kod PDB: 3NX0)

Z zaznaczonymi resztami cysteiny tworzqgcymi mostki disulfidowe
117)

(czerwone: Cys”3-Cys® oraz zétte: Cys®’-Cys

Struktura krystaliczna fizjologicznie aktywnej czyli monomerycznej formy
cystatyny C typu dzikiego (WT z ang. Wild Type) nie zostata wyznaczona bezposrednio.
W warunkach krystalizacji biatko dimeryzuje [143], dlatego do rozwigzania
monomerycznej struktury hCC wykorzystano jej mutanty punktowe [144,145]. Struktury
te nie zawierajg N-koncowego fragmentu tancucha (okoto 11 reszt aminokwasowych),
poniewaz w warunkach krystalizacji tatwo odszczepia sie on od reszty biatka lub jest zbyt

labilny, aby mozna byto uzyskaé dla niego dane dyfrakcyjne. Tq9 samg metoda
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(wykorzystujgc mutant punktowy) udato sie réwniez otrzymaé strukture NMR, ktéra
obrazuje petng sekwencje hCC [146] i rézni sie od struktur krystalicznych gtéwnie
utozeniem taricucha biatka w miejscach stabo ustrukturyzowanych takich jak petla AS.

W organizmie ludzkim obserwowana jest réwniez dimeryczna postac
cystatyny C. Proces dimeryzacji zachodzi na skutek wymiany domen [143], co szerzej
opisane zostato w rozdziale 1.3.4. Dimer hCC nie posiada zdolnosci inhibicyjnej wobec
proteaz cysteinowych ze wzgledu na zmiane konformacji miejsc oddziatywania biatko-
enzym [147]. Uwaza sie, ze dimeryzacja jest jedng z drég ochrony komdrkowej, miedzy
innymi w warunkach wystepowania nadmiaru reaktywnych form tlenu czyli
podwyzszonego stresu oksydacyjnego [148].

W czgsteczce cystatyny C znajdujg sie dwa miejsca oddziatywania z enzymami,
ktore przedstawione zostaty na Rycinie 16. Obszarem oddziatujgcym z papainowymi
proteazami cysteinowymi sg nastepujgce fragmenty tancucha: fragment N-koricowy
ztozony z reszt RELVGY, fragment Q°°IVAG>® znajdujacy sie w petli L1 oraz
fragment P19°W1% znajdujacy sie w petli L2 [149]. Natomiast obszar inhibujacy
aktywnos¢ leguminaz znajduje sie po przeciwnej stronie czgsteczki. Tutaj istotng role

w oddziatywaniu biatko-enzym prawdopodobnie petni reszta Asn3° [150] .
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Rycina 16 Struktura NMR mutanta V57G cystatyny C (kod PDB: 6RPV) z zaznaczonymi
na czerwono resztami aminokwasowymi biorqgcymi udziat w blokowaniu
aktywnosci proteaz cysteinowych klas C1 i C13.
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3.3 Dziedziczna angiopatia amyloidowa typu islandzkiego

Opisane do tej pory funkcje i wtasciwosci cystatyny C wskazujg na jej pozytywny
wptyw na zdrowie i funkcjonowanie organizmu. Z drugiej jednak strony hCC zaliczana
jest do grupy biatek amyloidogennych i chorobotwdrczych. Wywotuje rzadka, lecz
bardzo powaing chorobe neurodegeneracyjng, zwang dziedziczng angiopatia
amyloidowa typu islandzkiego, w skrécie HCCAA (od ang. Human Cystatin C Amyloid
Angiopathy). Wystepuje ona gtéwnie u oséb mieszkajgcych na Islandii. Na skutek
punktowej mutacji w genie cystatyny C, nastepuje zamiana reszty leucyny w pozycji 68
tancucha na reszte glutaminy [151]. Tak niewielka zmiana znacznie destabilizuje forme
monomeryczng biatka i prowadzi do produkgcji silnie amyloidogennego mutanta (L68Q).
L68Q fibrylizuje, tworzgc ztogi odkfadajace sie w naczyniach krwionosnych modzgu
(Rycina 17). Ostabione naczynia pekaja, wywotujgc krwotoki uszkadzajgce koméorki
nerwowe. HCCAA jest schorzeniem dziedziczonym autosomalnie dominujgco,
prowadzacym do udaréw, demencji i Smierci mtodych dorostych (w wieku okoto 30 lat).

Dziedziczna angiopatia amyloidowa, tak jak wiele innych chordb
neurodegeneracyjnych, nadal pozostaje nieuleczalna. Mechanizm fibrylizacji
cystatyny C oraz czynniki wptywajgce na ten proces, czyli na chorobotwdérczos¢ biatka,
nadal nie zostaty do korica poznane. Istnieje kilka teorii méwigcych o mozliwej drodze
oligomeryzacji hCC i wptywie na ten proces jondw metali, co omdwione zostanie w

kolejnych podrozdziatach.

Rycina 17 Tetniczki mézgu immunobarwione przeciwciatami poliklonalnymi cystatyny C [152].
Intensywne zabarwienie Scian tetniczek na kolor brqzowy oznacza
obecnos¢ cystatyny C w wysokim stezeniu. Powiekszenie: x40.
A — pacjent zmarty na HCCAA, B — prdbka kontrolna
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3.4 Mechanizm oligomeryzac;ji

Patologiczna forma cystatyny C, nieaktywna badZ chorobotwdércza, zwigzana
jest z oligomeryzacja monomerycznej czasteczki biatka i tworzeniem agregatow
o charakterze fibrylarnym. Poczatkiem procesu fibrylizacji hCC jest prawdopodobnie jej
dimeryzacja. Podczas préb krystalizacji wykazano, ze cystatyna C dimeryzuje wedtug
mechanizmu tréjwymiarowej wymiany domen (ang. 3D Domain Swapping) [143],
co doskonale obrazuje struktura krystaliczna hCC typu dzikiego, przedstawiona na

Rycinie 18.

Rycina 18 Struktura krystaliczna dimeru cystatyny C typu dzikiego (kod PDB: 1G96).
Kolory przedstawiajg fragmenty monomerycznych czqsteczek biatka, od ktérych pochodzg
poszczegdlne fragmenty dimeru.

Proces dimeryzacji rozpoczyna sie od rozplecenia struktury biatka poprzez
»Zerwanie” powierzchni styku nici 2 i B3 (Rycina 19). Dzieje sie tak prawdopodobnie na
skutek naprezen sterycznych wystepujgcych w petli L1. Badania przeprowadzone
w Katedrze Chemii Biomedycznej Uniwersytetu Gdanskiego wykazaty, ze reszta waliny
w pozycji 57 (w petli L1) jest resztg krytyczng w procesie dimeryzacji cystatyny C [153].
Wprowadzenie mutacji punktowej w postaci asparaginy w pozycji 57 ustabilizowato
petle L1 na tyle, ze biatko nie ulegato dimeryzacji ani w roztworze [153], ani w procesie
krystalizacji, co doprowadzito do otrzymania struktury krystalicznej monomeru biatka
[144]. hCC typu dzikiego, dazgc do zniwelowania naprezen sterycznych, odsuwa od
siebie nici B2 i B3. Prowadzi to do utworzenia stabilnego dimeru. Janowski

i wspotpracownicy sugerujg tworzenie dtugiej, miedzyczasteczkowej dwuniciowej
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B-kartki rozciggnietej od reszty Tyr*? do reszty Thr’4, ktéra dodatkowo stabilizuje forme

dimeryczng biatka [143].

Rycina 19 Czesciowe rozplecenie struktury monomeru cystatyny C

prowadzqce do utworzenia dimeru.

Pojedyncza podjednostka dimeru zbudowana jest z a-helisy al i fragmentéw nici
B1 i B2 pochodzacej od czasteczki | oraz regionu AS, petli L2 oraz nici B3, B4 i B5
pochodzacych od czgsteczki Il. Podjednostki potgczone sg ze sobg stabilizowanymi za
pomocg wigzan wodorowych fragmentami bedacymi wczesniej petlami L1 obu
czgsteczek. Czynnikami sprzyjajagcymi dimeryzacji sg, miedzy innymi, wysokie stezenie
biatka, niskie pH oraz wysoka temperatura [147].

Z uwagi na amyloidogenne wtasciwosci cystatyny C proces jej dimeryzacji zaczeto
rozpatrywa¢ jako poczatek procesu oligomeryzacji, czyli poczatek procesdw
chorobotwérczych [154]. Jak juz wspomniano wczesniej mechanizm fibrylizacji
cystatyny C nie zostat jeszcze do korica poznany. Do tej pory przedstawiono na ten temat
dwie teorie. Pierwszg z nich jest oligomeryzacja przez propagacyjng wymiane domen.
Podczas dimeryzacji jedna czgsteczka biatka wymienia domeny z jedng inng czgsteczka
hCC, natomiast wedtug wyzej wymienionej hipotezy oligomeryzacji, jedna czasteczka
hCC wymienia domeny z dwoma rdéznymi czgsteczkami tworzac w ten sposéb
Jtancuszek” zoligomeryzowanego biatka, ktéry nastepnie formuje fibryle. Wahlbom
i wspotpracownicy nadprodukowali metodami inzynierii genetycznej wariant
cystatyny C stabilizowany przeciw wymianie domen poprzez dodatkowy mostek

disulfidowy uniemozliwiajacy ,zerwanie” powierzchni styku nici B2 i B3. Wariant ten nie
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wykazywat zadnych tendencji do oligomeryzacji w przeciwienstwie do badanych
rownoczesnie biatka typu dzikiego oraz wariantu L68Q [155].

Drugg teorig dotyczgca oligomeryzacji cystatyny C jest oligomeryzacja poprzez
asocjacje dimerdéw. Janowski i wspdtpracownicy, podczas préby krystalizacji hCC
z obcietym N-koricem (gtéwnie taka forma biatka tworzy ztogi amyloidowe), odkryli
w krysztatach formy oktameryczne biatka [156].
W procesie tworzenia oktameréw wymiana
domen réwniez ma istotne znaczenie, poniewaz
jego pierwszym etapem jest dimeryzacja. Dimery
oddziatujg ze sobg poprzez petle AS i al-f2
jednego dimeru oraz powierzchnie B-kartki
drugiego (Rycina 20) tworzac tetrametry
zbudowane z tgcznie o$Smiu monomerdw biatka.
Oddziatujg one ze sobg gtéwnie za pomocy

oddziatywan hydrofobowych reszt alaniny,

waliny oraz izoleucyny. Uwaza sie, ze takie
upakowanie biatka moze mieé miejsce nie tylko w Rycina 20 Utozenie wzgledem siebie

krysztale, ale rowniez moze by¢ podstawg do dwdch dimerow cystatyny C typu
tworzenia rdzenia agregatow fibrylarnych. dzikiego w oktamerze [156].

Niezaleznie od sposobu tgczenia czgsteczek cystatyny C w oligomerach, ich
tworzenie prowadzi do powstawania wysoko uporzgdkowanych struktur B-kartkowych.
Badania fibrylizacji stefiny B, biatka bedgcego analogiem hCC réwniez nalezgcego do
grupy cystatyn, sugeruja, ze uktad B-kartek w jej fibrylach najprawdopodobniej jest
rownolegty, a nie, jak wczedniej uwazano, antyréwnoleglty [157]. Dlatego tez Davis
i wspotpracownicy zaproponowali model oligomeryzacji cystatyny C oparty
o tréjwymiarowg wymiane domen, ktéry uwzglednia obecnos¢ w strukturze dwdch
mostkéw disulfidowych i sugeruje, ze utworzenie fibryli z réwnolegtych B-nici,

w przypadku tego biatka, rdwniez jest prawdopodobne [157].

3.5 Oddziatywanie z jonami metali
Badania dotyczace oddziatywania cystatyny C z jonami metali nie zostaty do tej

pory przeprowadzone. Jedyne eksperymenty dotyczgce zdolnosci kompleksotwodrczej
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dla biatek z grupy cystatyn wykonano dla cystatyny B (stefiny B). Stefina B pod wzgledem
budowy nie rézni sie znacznie od hCC. Jest nieco mniejsza i nie posiada mostkow
disulfidowych, ale posiada charakterystyczng dla cystatyn strukture czasteczki.
Poréwnanie budowy i sekwencji wyzej wymienionych biatek przedstawione zostato na

Rycinie 21.

Cystatyna C 1 SSPGKPPRLVGGPMDASVEEEGVRRALDFAVGEYNKASNDMYH 43
Stefina B 1 - MMCGAPSATQPATAETQHIADQVRSQLEEKENKKE - 35

Cystatyna C 44 SRALQVVRARKQIVAGVNYFLDVELGRTTCTKTQPNLDNCPFH 86

Stefina B 36 -PVFKAVSFKSQVVAGTNYFIKVHVGD---—-—-—--—————-—-—-— E 62
Cystatyna C 87 DOPHLKRKAFCSFQIYAVPWQG-TMTLSKSTCQDA-—-—-————— 120
Stefina B 63 DFVHLR--—--- VEQ--SLPHENKPLTLSNYQTNKAKHDELTYF 98

Identycznos¢ sekwencji: 18,6 % (zielone). Podobienstwo sekwencji: 30,2 % (szare).

Rycina 21 U gory struktury krystaliczne monomeru stefiny B z lewej (kod PDB: 4N6V) oraz
cystatyny C z prawej (kod PDB: 3NX0). Na czerwono zaznaczono reszty histydyny obecne
w faricuchach obu biatek. Na dole poréwnanie sekwencji cystatyny C i stefiny B.
Obliczenia wykonane w programie internetowym EMBOSS Needle.

Przeprowadzone badania wykazaty, ze stefina B charakteryzuje sie wysokim
powinowactwem do jonéw miedzi (ll). W oddziatywanie to zaangazowane sg trzy
z pieciu obecnych w tancuchu stefiny B reszt histydyny [158,159]. Udowodniono
réwniez, ze dodatek Cu?* powoduje destabilizacje formy monomerycznej stefiny B, ale
jednoczesnie spowalnia proces fibrylogenezy [158].

Cystatyna C posiada w swojej strukturze trzy reszty histydyny w pozycjach: His*3,

His® oraz His®, ktdre przedstawione zostaty na Rycinie 22. Reszta His*? jest schowana
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w gtebi struktury biatka, co znacznie utrudnia interakcje ze sSrodowiskiem. Jednak dwie
pozostate reszty His®® oraz His? znajdujg sie w niewielkiej odlegtosci od siebie,
w labilnym i stabo ustrukturyzowanym regionie AS. Takie potozenie moze czyni¢ je

dobrym miejscem wigzgcym dla jonéw metali np. miedzi (Il).

Rycina 22 PotozZenie trzech reszt histydyny obecnych w taricuchu
ludzkiej cystatyny C (kod PDB: 3NXO0).

Do tej pory przeprowadzone zostaty badania na peptydzie bedgcym fragmentem
petli AS tj. od 85 do 94 reszty aminokwasowej w biatku. Fragment ten zawierat obie
interesujgce reszty histydyny: His® i His®®. Eksperymenty wykazaty, ze w pH
fizjologicznym jony miedzi chetnie tworzg kompleksy z badanym peptydem,
a w wigzaniu tym bierze udziat co najmniej jedna z obecnych w sekwencji reszt His [160].
Wyniki te stanowig obiecujgcy wstep do badan oddziatywania hCC-Cu?* na catym biatku

oraz jego wariantach.
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Il. Cel pracy

Choroby neurodegeneracyjne zwigzane z agregacjg biatek amyloidogennych
w modzgu, ze wzgledu na powszechne wystepowanie, stanowig ogromny problem
medyczny, ekonomiczny i spoteczny. Osoby cierpigce na tego rodzaju przypadtosci
wymagajg statej opieki oraz wysokich naktadéw finansowych wynikajgcych z potrzeby
zakupu lekéw i akcesoridw utatwiajgcych im codzienne funkcjonowanie. Badania nad
biatkami amyloidogennym od lat przeprowadzane sg na catym $wiecie, jednak pomimo
tak wielu staran, wysoki stopien ztozonosci proceséw zachodzacych w ludzkim mézgu
oraz wysoka wrazliwo$¢ tkanki nerwowej do tej pory nie pozwolity na wynalezienie
lekéw hamujacych procesy patologiczne. Powszechnie uwaza sie, ze amyloidozy
neurodegeneracyjne wywotane sg bezposrednio przez agregacje biatek i odktadanie ich
ztogow w tkance mozgu. Jednak czy jest to gtdwna przyczyna procesow
chorobotwdrczych? Jak srodowisko wptywa na agregacje biatek? Jakie czynniki jg
przyspieszajg, a jakie sq w stanie zahamowac? Na te pytania nadal nie udzielono
jednoznacznych odpowiedzi. Jednym z czynnikéw, szeroko rozpatrywanym jako biorgcy
udziat w procesach oligomeryzacji biatek, sg jony metali np. miedzi (), ktére wystepuja
w tkance mézgu.

Biatkiem stanowigcym temat mojej rozprawy doktorskiej jest cystatyna C, ktdra
rowniez nalezy do grupy biatek amyloidogennych. Jej chorobotwérczos¢ wywotana jest
punktowa mutacja w genie, czego konsekwencjg jest $miertelna choroba zwana
dziedziczng angiopatig amyloidowg typu islandzkiego [151]. Sam proces oligomeryzacji
hCC byt i nadal jest powszechnie analizowany, jednak w literaturze nie mozna znalez¢
informacji na temat wptywu jondw metali na proces jej agregacji. Celem mojej rozprawy
doktorskiej byto zbadanie oddziatywania cystatyny C z jonami Cu?* oraz sprawdzenie ich
wptywu na proces oligomeryzacji ww. biatka. W sekwencji hCC znajdujg sie dwie
dostepne dla srodowiska zewnetrznego reszty chetnie oddziatujgcej z jonami miedzi
histydyny: His® oraz His®°. Obie zlokalizowane sg w labilnym, stabo ustrukturyzowanym
fragmencie taricucha, co czyni je potencjalnym miejscem wigzacym dla jonéw Cu?*. Moja
praca miata za zadanie potwierdzi¢ i scharakteryzowaé oddziatywanie hCC-Cu?*.
Otrzymanie metodami inzynierii genetycznej mutantéw cystatyny C z zamienionymi

resztami histydyn w pozycjach 86 oraz 90 na obojetne wobec jondéw reszty alanin,
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pozwolityby na sprawdzenie, czy ktéras z tych reszt (a moze obie) jest odpowiedzialna
za wigzanie jondw miedzi (l1). Analizy chromatograficzne wariantéw hCC inkubowanych
z Cu?* zilustrowatyby wptyw wprowadzonej mutacji na zdolno$¢ do wigzania jondw
i, biorgc pod uwage sktonnosci biatka do oligomeryzacji, na stabilnos¢ monomeru.
Potwierdzeniem wnioskéw wysnutych na podstawie badan chromatograficznych miaty
by¢ analizy NMR, ktére ostatecznie wskazatyby potencjalne miejsce wigzace jony miedzi
w sekwencji biatka.

Poza badaniem samego oddziatywania hCC-Cu?* postanowitam takze sprawdzié¢
wptyw jondéw miedzi (ll) na proces oligomeryzacji cystatyny C. W tym celu miatam
wykorzystac szereg metod mikroskopowych, chromatograficznych, spektrometrycznych
oraz spektrofluorometrycznych, ktére pozwolityby mi okresli¢ charakter powstajgcych
w trakcie trwania eksperymentow agregatéw biatkowych oraz okresli¢ czy obecnosc
jonéw miedzi wptywa na zmiany w procesie oligomeryzacji cystatyny C.

Dodatkowym projektem realizowanym w ramach mojej pracy doktorskiej byta
krystalizacja i rozwigzywanie struktur krystalicznych nadprodukowanych przeze mnie
wariantow hCC, zaréwno bez jak i w obecnosci jondw miedzi. Badanie te miaty na celu
wykazanie réznic (lub ich braku) w strukturze trzeciorzedowej miedzy mutantami
cystatyny C a jej typem dzikim. Ponadto krystalizacja w obecnosci jonédw miedzi
w zatozeniu mogtaby wskazac¢ potencjalne miejsce wigzgce i potwierdzi¢ powinowactwo
jondw miedzi do reszt histydyn obecnych w petli AS cystatyny C.

Podsumowujgc, szczegétowe cele, ktdre realizowatam w ramach mojej pracy
doktorskiej przedstawiajg sie nastepujaco:

A. Wprowadzenie mutacji punktowych do plazmidéw bakteryjnych oraz
nadprodukcja w komadrkach bakteryjnych Escherichia coli czterech wariantow
cystatyny C:

o hCC WT - cystatyny C typu dzikiego (ang. Wild Type),

o hCC H86A — wariantu cystatyny C z zamieniong resztg His8® na reszte alaniny,

o hCCH90A — wariantu cystatyny C z zamieniong resztg His®® na reszte alaniny,

o hCCH86_90A — wariantu cystatyny C z zamienionymi resztami His® i His®* na

reszty alaniny;
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Oczyszczenie nadprodukowanych biatek metodami chromatograficznymi oraz
scharakteryzowanie ich za pomocg spektrometrii mas, dichroizmu kotowego,
testow enzymatycznych oraz analiz chromatograficznych;

Sprawdzenie wptywu jonédw Cu?* na stabilno$¢ monomerycznej cystatyny C oraz
jej wariantdw za pomocag inkubacji wyzej wymienionych biatek z jonami
miedzi (Il) w warunkach zblizonych do fizjologicznych;

. Przenalizowanie wynikéw badan NMR w celu znalezienia potencjalnych miejsc
wigzacych dla jonédw miedzi (1) w sekwencji cystatyny C;

Zbadanie wptywu jonéw Cu?* na proces oligomeryzacji cystatyny C poprzez
poddanie probek analizom chromatograficznym, spektrofluorometrycznym,
spektrometrycznym i mikroskopowym;

Wykrystalizowanie metodg dyfuzji par w ukfadzie wiszgcej kropli trzech
wariantéw hCC (H86A, H90A oraz H86_90A), poddanie krysztatéw badaniom
dyfrakcyjnym oraz rozwigzanie ich struktur krystalicznych;

. Préba wykrystalizowania cystatyny C typu dzikiego oraz badanych mutantéw
w obecnosci jondw miedzi (Il), poddanie krysztatdw badaniom dyfrakcyjnym,
rozwigzanie ich struktur krystalicznych oraz wyznaczenie miejsca wigzacego dla

Cu2+
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lll. Metody badan

1. Analiza i otrzymywanie DNA
1.1 Elektroforeza DNA w zelu agarozowym

Elektroforeza to technika umozliwiajgca rozdziat czgstek DNA na podstawie
réznic w szybkosci ich poruszania sie w porowatym zelu w polu elektrycznym. Kwasy
nukleinowe w pH zblizonym do obojetnego obdarzone sg tadunkiem ujemnym, co
zwigzane jest z obecnoscig grup fosforanowych w ich strukturze. Rozdziat czgstek w zelu
nastepuje zatem na podstawie ich masy i w kierunku elektrody dodatniej czyli anody.
Mniejsze fragmenty kwasow nukleinowych poruszajg sie szybciej ze wzgledu na
mozliwos¢ swobodniejszego, w poréwnaniu do fragmentéw wiekszych, przechodzenia
przez pory. Fazg statg w tym rodzaju elektroforezy jest zel agarozowy, w sktad ktérego
wchodzi bufor elektrodowy oraz substancja sieciujgca, agaroza, w stezeniu 0,5-2 %
w zaleznosci od potrzeb. Agaroza jest liniowym polisacharydem ztozonym z agarobiozy,
disacharydu zbudowanego z B-D-galaktopiranozy i 3,6-anhydro-a-L-galaktopiranozy.
Pozwala ona na otrzymanie pordéw, ktérych faktyczny rozmiar zalezy od uzytego stezenia
substancji sieciujgcej. Pozwala to zatem na manipulowanie rozdzielczoscig fazy statej.
Im wyzsze stezenie agarozy tym drobniejsze pory, a zatem lepszy rozdziat mniejszych
czgstek kwasow nukleinowych.

Jako bufory elektrodowe najczesciej wykorzystuje sie bufory TAE oraz TBE [161].
Pierwszy z nich w swoim sktadzie zawiera EDTA, Tris oraz kwas octowy, a drugi EDTA,
Tris oraz kwas borowy. Wybér buforu scisle zalezy od potrzeb wykonywanej analizy.
Bufor TBE lepiej nadaje sie do rozdziatéw niewielkich fragmentéw DNA, ale zawiera kwas
borowy, ktéry stanowi silny inhibitor enzymoéw. Jesli istnieje zatem potrzeba dalszej

pracy z rozdzielanymi czgstkami, to lepszym wyborem moze okazac sie bufor TAE.

1.2 Mutageneza ukierunkowana

Mutageneza ukierunkowana, to szczegdlnie waine narzedzie w inzynierii
genetycznej i badaniu biatek. Opiera sie ona na fancuchowej reakcji polimerazy (PCR,
ang. Polymerase Chain Reaction) i umozliwia wprowadzenie punktowej zmiany

w precyzyjnie zdefiniowanym miejscu w nici DNA [162]. Wdrozenie takich modyfikacji
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skutkuje otrzymaniem biatek z zamienionymi wybranymi resztami aminokwasowymi, co
pozwala na analizowanie wptywu tych zmian na stabilnos¢, strukture czy aktywnos¢
biologiczng czgsteczek.

Do przeprowadzenia mutagenezy ukierunkowanej niezbedna jest matryca, na
podstawie ktérej wprowadza sie modyfikacje. Takg matryce najczesciej stanowig
zmetylowane przez komodrki bakteryjne, koliste czgsteczki bakteryjnego DNA
tzw. plazmidy z wklonowanym wczesniej genem badanego biatka. Pierwszym etapem
mutagenezy ukierunkowanej jest zaprojektowanie starteréw, ktérymi nazywamy
oligonukleotydy komplementarne do nici DNA z wprowadzong juz mutacjg/mutacjami
punktowymi. W kolejnym etapie rozpoczyna sie reakcja PCR, ktdora schematycznie

przedstawiona zostata na Rycinie 23.

5 g
5 m 3
Denaturacja podwdjnej nici DNA - +
Pekaja wigzania wodorowe YT T
90-97 °C
S ILLLLLLIIT LI IIinag s
¥ * 5
Hybrydyzacja 2> .
Przytaczenie starteréw do nici 'm'
matrycowych s ALLLILLLTRI LT ITELEl
50-60 °C *
P TITIITIO T
5 ¥y
. " g
Elongacja 2 -

Przytaczenie polimerazy i wydtuzanie STnnnmnmneE

nowych taricuchow DNA

72°C ‘

Produkty pierwszego cyklu PCR =

5 L =

Rycina 23 Schemat taricuchowej reakcji polimerazy (PCR) [163].
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PCR sktada sie z trzech gtéwnych etapdw: denaturacji, hybrydyzacji i elongacji.
Etap denaturacji polega na rozpleceniu podwdjnej nici matrycowego DNA poprzez
dziatanie wysokg temperaturg, zazwyczaj okoto 90-97 °C, ktéra powoduje pekanie
wigzan wodorowych miedzy sparowanymi zasadami azotowymi [164]. Nastepnie do
pojedynczych nici DNA przytgczajg sie startery (etap hybrydyzacji), ktére w przypadku
prowadzenia mutagenezy nie sg catkowicie komplementarne do matrycy (zawierajg
okreslone mutacje). Ten etap prowadzony jest w temperaturze nizszej, okoto 50-60 °C,
zaleznej od witasciwosci stosowanych starterow. Ostatnim etapem jest elongacja.
W temperaturze 72 °C polimeraza tworzy kompleks z matrycowym DNA i przytgczonym
do niego starterem dzieki czemu moze rozpoczgc¢ synteze nowej nici. Aby uzyskaé
wysoka wydajnosc¢ reakcji prowadzi sie jg w 25-30 powtarzajacych sie cyklach [164].

Po poprawnym przeprowadzeniu reakcji PCR nalezy usungé¢ matrycowe DNA
z mieszaniny reakcyjnej. Wykonuje sie to poprzez dodanie Dpn/ —enzymu restrykcyjnego
trawigcego tylko zmetylowane czgsteczki DNA [165]. Matryca zostaje zdegradowana,
a w roztworze pozostajg nici kwasu nukleinowego posiadajgce pozadang mutacje.
Na koniec niestrawione DNA zostaje wprowadzone do komdrek bakteryjnych, gdzie

mozna poddac je amplifikacji otrzymujgc nowe wektory ekspresyjne.

2. Nadprodukcja rekombinowanych biatek w komadrkach bakteryjnych
2.1 Nadprodukcja biatek w bakteriach Escherichia coli

System ekspresji gendw w komérkach bakteryjnych Escherichia coli jest obecnie
najczesciej wykorzystywanym i najlepiej poznanym systemem do nadprodukgcji biatek.
Wynika to z faktu, ze bakterie te sg tatwe i tanie w hodowli laboratoryjnej, a ich
optymalna temperatura wzrostu wynosi 37 °C. Poczgtkiem procesu nadprodukcji biatka
jest przygotowanie wektora ekspresyjnego, ktéry zawiera zakodowang, pozgdang
sekwencje aminokwasowg. Wektorami ekspresyjnymi nazywamy plazmidy bakteryjne,
ktdre po wprowadzeniu do komérki bakteryjnej nie zaburzajg jej funkcji zyciowych i sg
zdolne do autonomicznej replikacji. Jednym z czesciej wykorzystywanych w inzynierii
genetycznej wektorow ekspresyjnych jest pBR322 skonstruowany w roku 1977 [166].
Doczekat sie on do tej pory wielu modyfikacji (np. pBR327 [167] czy pBR328 [168]) i stat

sie podstawg szeregu innych wektoréw ekspresyjnych np. wektorow serii pET czy
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wektora pHD313 przedstawionego na Rycinie 24, ktory wykorzystatam w mojej pracy

doktorskiej.

cystatyna C

Rycina 24 Mapa wektora ekspresyjnego pHD313 [169].

pHD313 skonstruowany zostat w roku 1988 z wektora pHD234 oraz wektora
pUC18 z wklonowanym genem cystatyny C [169]. W swojej sekwencji posiada marker
selekcyjny, gen bla, warunkujgcy opornos¢ na ampicyline (Amp). pHD313 zawiera
rowniez sekwencje Shine-Dalgarno (SD) jako miejsce wigzania rybosomu oraz
zakodowany peptyd sygnatowy OmpA przytgczony do genu hCC. OmpA (ang. Outer
Membrane Protein A) to bakteryjne biatko btonowe, ktérego fragment wykorzystano
jako peptyd sygnatowy kierujacy cystatyne C do przestrzeni peryplazmatycznej,
co znacznie zwiekszyto wydajnos¢ nadprodukcji [170]. Za rozpoczecie syntezy biatka
w komoédrkach bakteryjnych odpowiedzialne sg promotory czyli sekwencje DNA
rozpoznawane przez polimeraze RNA, ktdére najczesciej wymagajg uzycia czynnika
indukujacego ekspresje. Wyrdzniamy dwie metody indukcji ekspresji: fizyczne
(np. poprzez zmiane temperatury hodowli) i chemiczne (np. przez dodatek IPTG).
W wektorze pHD313 znajduje sie promotor bakteriofagowy A Pr oraz temperaturo-
zalezny represor A cl857 [169]. Podniesienie temperatury hodowli z 30-32 °C do 42 °C
inaktywuje represor, co prowadzi do wzmozonej produkcji biatka. Taki rodzaj indukcji
stosuje sie dla biatek wydzielanych przez bakterie do podtoza lub, jak w przypadku hCC,

do przestrzeni peryplazmatycznej, poniewaz w obu tych przypadkach ciggta synteza
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biatka nie wptywa na funkcje zyciowe komérek (pod warunkiem, ze biatko nie zaczyna

agregowac).

2.2 Oczyszczanie biatek — chromatografia cieczowa

Najpopularniejszg metodg oczyszczania biatek w warunkach laboratoryjnych jest
preparatywna chromatografia cieczowa. W swojej pracy doktorskiej wykorzystatam dwa
rodzaje chromatografii: chromatografie jonowymienng (IEX, ang. lon Exchange
Chromatography) oraz chromatografie sgczenia molekularnego (SEC, ang. Size-Exclusion
Chromatography). W pierwszej z wymienionych metod rozdziat na kolumnie zachodzi na
podstawie powinowactwa chemicznego rozdzielanych substancji do obdarzonego
tadunkiem ztoza — wymieniacza jonowego (jonitu). Metoda ta wykorzystywana jest
zatem do rozdziatu jondw o réznych tadunkach. W IEX ztoze stanowig obojetne polimery
np. celuloza czy polistyren, ktére modyfikowane sg grupami funkcyjnymi nadajgcymi im
odpowiedni tfadunek. Ztoze natadowane ujemnie jest wymieniaczem kationow
(kationitem), natomiast natadowane dodatnio anionéw (anionitem). Ogdlna zasada

rozdziatu na anionicie przestawiona zostata na Rycinie 25.

| Il 1] v \'
przeciwjony
A O A @ ® © ®@ © © obecne w buforze
0 A 3 ® ®© o @ @ @ © O O o jony obecne
O A (@) @) ®) &  wprébce
@) A m| ® m| ®/F (@) 0
O ot i jony obecne
+ +
(@) 0 (] A a ® O ®) o) a w bu.forze
gradientowym
®@ © @ A A A H B B ® © ¢
O O O A A A ® @ ©

Rycina 25 Schemat rozdziatu ujemnie natadowanego biatka na anionicie [171].
I — kolumna zréwnowagowana za pomocq buforu A; Il — adsorpcja jondw na ztozu kolumny;
Il — poczgtek gradientu — wymycie z kolumny jondw o matym powinowactwie do zfoza za
pomocq buforu B (buforu elucyjnego o duzZej sile jonowej); IV —wymycie z kolumny wszystkich
jonow za pomocq buforu B; V — réwnowagowanie kolumny buforem A

Wielkos¢ i charakter tadunku oczyszczanego biatka $cisle zalezy od jego pl

(punktu izoelektrycznego), a zatem takze od pH buforu, w ktéorym prowadzony jest
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rozdziat chromatograficzny. W pH réwnym pl tadunek czgsteczki biatka jest rowny zeru
dlatego rozdziat nie nastgpi. W pH wyzszym niz pl biatko posiada ftadunek ujemny
i wigzane jest przez anionity. W pH nizszym od pl biatko obdarzone jest tadunkiem
dodatnim i wigzane jest przez kationity. Wybdr odpowiedniego ztoza zalezy zatem od
preferowanych warunkdow rozdziatu czyli od stabilnosci biatka w danym pH.

Drugim rodzajem wykorzystanej przeze mnie chromatografii jest chromatografia
saczenia molekularnego. Uzytam jej zaréwno do rozdziatéw preparatywnych jak i analiz
analitycznych, miedzy innymi do okreslania czystosci prdobki. Rozdziat czasteczek na
kolumnie SEC odbywa sie na podstawie réznicy w ich ksztatcie i wielkosci. Ztoza do tego
rodzaju chromatografii zbudowane sg z sieciowanych polimerdw takich jak np. agaroza
czy dekstran. W zaleznosci od dokfadnego sktadu ztoza otrzymuje sie rézne wielkosci
poréw, ktdre umozliwiajg rozdziat czasteczek. Substancje o masie mniejszej
(o mniejszym promieniu hydrodynamicznym) gtebiej penetrujg pory obecne w ztozu, co
opdzniaich przejscie przez kolumne, zatem na chromatogramie najpierw pojawia sie piki
od czasteczek wiekszych lub (rzadziej) od tych o ,,bardziej skomplikowanym ksztatcie”.
Schemat rozdziatu SEC przedstawiony zostat na Rycinie 26. Chromatografia sgczenia
molekularnego pozwala réwniez na przyblizone okreslenie masy analizowanego biatka.
Niezbedne jest jednak wykonanie wczesniej krzywej kalibracyjnej na podstawie biatek

o zdefiniowanej masie czgsteczkowej.
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Rycina 26 Schemat rozdziatu substancji
metodq chromatografii sgczenia molekularnego [172].
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2.3 Elektroforeza biatek

Elektroforeza biatek, podobnie jak elektroforeza DNA, polega na rozdziale
czasteczek w porowatym zelu w polu elektrycznym. Analize prowadzi¢ mozna
w warunkach denaturujgcych, dzieki czemu biatka rozdzielane sg na podstawie ich masy,
lub niedenaturujacych, gdzie duzg role odgrywa takze ksztatt i tadunek czasteczki.
W swojej pracy doktorskiej skorzystatam z obu rozwigzan uzywajgc elektroforezy
SDS-PAGE oraz elektroforezy natywnej w zelu agarozowym. Umozliwity mi one
kontrolowanie czystos$ci badanych prébek oraz analize ich sktadu.

SDS-PAGE to skrot od elektroforezy w zelu poliakrylamidowym z wykorzystaniem
SDS (s6l sodowa siarczanu dodecylu) jako czynnika maskujgcego tadunek (ang. Sodium
Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis). Zel poliakrylamidowy otrzymuje sie
w wyniku polimeryzacji akrylamidu i bisakrylamidu katalizowanej APS (nadsiarczanem
amonu) i TEMED (N,N,N',N'-tetrametylenodiaming). Manipulacja zawartoscia
procentowg akrylamidu i bisakrylamidu pozwala na otrzymanie rdzniej wielkos$ci pordw,
dostosowanej do wielkosci rozdzielanych biatek. Denaturacja biatek (poprzez
podgrzanie do 95°C i dodanie srodka redukujgcego mostki disulfidowe) oraz obecnos¢
SDS w zelu pozwala na wyeliminowanie wptywu fadunku i struktury biatka na szybkos¢
poruszania w zelu, dzieki czemu rozdziat odbywa sie tylko na podstawie masy
czgsteczkowej. Bufor rozwijajgcy w metodzie SDS-PAGE sktada sie z Tris, glicyny oraz
SDS.

Drugim rodzajem wykorzystanej przeze mnie elektroforezy byta elektroforeza
natywna w zelu agarozowym. Analizy przeprowadzatam zgodnie z procedurg opisang
przez Jeppsona i wspoétpracownikéow [173]. W przypadku tej metody w skfad zelu
wchodzi bufor barbituranowy (bufor rozwijajacy) oraz agaroza. Biatka nie sg poddawane
dziataniu czynnika denaturujgcego, dlatego rozdziat nastepuje gtéwnie na podstawie
fadunku, ale takze masy i ksztattu czgsteczki. Ten rodzaj elektroforezy umozliwit mi

rozdziat monomerycznej i dimerycznej formy cystatyny C.

3. Analiza biatek
3.1 Dichroizm kotowy
Dichroizm kotowy (CD, ang. Circular Dichroism) jest jedng z wazniejszych

metod badania biatek. Stuzy do analizy struktur przestrzennych czgsteczek w roztworze
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i badania zmian konformacyjnych zachodzacych pod wptywem czynnikéw zewnetrznych
np. temperatury. Wykorzystuje obecnos¢ aktywnosci optycznej czasteczek, ktora
prowadzi do skrecania ptaszczyzny $Swiatta spolaryzowanego przepuszczanego przez
probke i pojawiania sie polaryzacji eliptycznej. Zjawiskiem dichroizmu kotowego
nazywamy réznice w absorpcji Swiatta lewo- i prawoskretnego spolaryzowanego
kotowo. Widma CD pokazujg zaleznos¢ miedzy eliptycznoscig molowg (miarg zjawiska
roéznicy absorpcji), a dtugoscig fali Swiatta. Biatka w zakresie 160-240 nm (w pasmie
absorpcji wigzania peptydowego) dajg silny sygnat, ktérego ksztatt jest Scisle zalezny od
struktury drugorzedowej (Rycina 27) [174]. Znaczne rdznice w wygladzie widm CD dla
poszczegdlnych struktur (a-helisy, helisy 310, B-kartki, PB-skretu i struktury
nieuporzgdkowanej) daja mozliwos¢ oszacowania ich udzialu procentowego

w catkowitej strukturze czasteczki.
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Rycina 27 Widma CD dla réznych struktur drugorzedowych [174].
a-helisa (—), 8-kartka (———), 8-skret (-+----),
helisa 310 (-1-1-1-1-), struktura nieuporzqdkowana (------)

Analize CD wykonuje sie rowniez w zakresie bliskiego nadfioletu czyli
260-320 nm. Przy tych dtugosciach fali absorbujg reszty aminokwaséw aromatycznych,

co pozwala uzyskaé informacje na temat struktur trzecio- i czwartorzedowych. Tego typu
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analiza nazwana zostata ,,odciskiem palca”, poniewaz ksztatt widma CD jest unikatowy
dla kazdego biatka. Charakterystyczne dla aminokwaséw aromatycznych pasma
absorpcji wygladajg nastepujgco [174]:

o tryptofan —miedzy 290 a 305 nm

o tyrozyna—miedzy 275 a 282 nm

o fenyloalanina — miedzy 255 a 270 nm

3.2 Spektroskopia magnetycznego rezonansu jagdrowego

NMR czyli spektroskopia magnetycznego rezonansu jgdrowego (ang. Nuclear
Magnetic Resonance) jest technikg badajgca pola magnetyczne wokét jgder atomowych.
Czastki elementarne, w tym takze protony, posiadajg spin, dzieki ktéremu generowane
jest wokot nich niewielkie pole magnetyczne. Czastka zachowuje sie jak dipol, ktérego
orientacja w przestrzeni jest dowolna, gdy nie wpltywa na niego zaden dodatkowy
czynnik. W spektroskopii NMR prébke umieszcza sie w zewnetrznym polu
magnetycznym, ktére wymusza utozenie dipoli wzdtuz linii pola czyli porzadkuje uktad.

Zjawisko to obrazowo przedstawione zostato na Rycinie 28.

6 % ® .6 o &
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Rycina 28 Orientacja w przestrzeni spindw jgdrowych [175].
A — kiedy nie oddziatuje na nie Zaden czynnik zewnetrzny
B — w zewnetrznym polu magnetycznym B

Dostarczenie do uktadu energii w postaci promieniowania elektromagne-
tycznego z zakresu radiowego (60 — 900 MHz) powoduje wytrgcenie spinu jgdrowego
z potozenia poczatkowego i obrdcenie go o pewien kat, ktéry zalezy od ilosci
dostarczonej energii i natezenia pola magnetycznego. Spin, nawigzujgc do praw
mechaniki kwantowej, ktére mowia, ze energia jest skwantowana, moze przyjaé tylko

pewne okreslone wartosci. Dla czgstek elementarnych spinowa liczba kwantowa ma
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wartos$¢ ¥, a co za tym idzie, magnetyczna spinowa liczba kwantowa moze przyjmowac
tylko wartosci -% oraz +). Przejscia energetyczne podczas absorpcji promieniowania
elektromagnetycznego sg zatem mozliwe tylko miedzy tymi dwoma wartosciami. Jadra
atomowe o parzystej liczbie zarédwno protondéw jak i neutrondw posiadajg liczbe
spinowg réwng 0, co nie pozwala na Zzadne przejscia energetyczne [176]. Jadra
posiadajgce parzystg liczbe nukleonéw jednego rodzaju a nieparzystg drugiego s3
najistotniejsze z punktu widzenia techniki NMR. Kiedy spinowa liczba kwantowa
przybiera wartosc¢ %, to jadro w polu magnetycznym zachowuje sie analogicznie jak
proton. Dzieje sie tak dla takich izotopéw jak 3C czy N, ktére stosowane sg do
znakowania badanych technikg NMR biatek.

Na sygnat rezonansowy, ktéry daje dane jgdro atomowe, wptywa nie tylko rodzaj
jadra (ilos¢ nukleondw), ale takie jego otoczenie chemiczne [176]. W czgsteczce
powstajg lokalne pola magnetyczne o réznych natezeniach, zalezne od atomoéw i wigzan
znajdujgcych sie w sgsiedztwie. Otoczenie chemiczne bezposrednio wptywa na czestosc
absorbowanego przez jadro atomowe promieniowania elektromagnetycznego, a zatem
zastosowanie techniki NMR pozwala na ustalenie struktury analizowanego zwigzku
chemicznego lub badanie zmian zachodzacych pod wptywem danego czynnika

(np. podczas oddziatywania z jonem/ami metalu).

3.3 Spektroskopia elektronowego rezonansu paramagnetycznego

Spektroskopia EPR czyli spektroskopia elektronowego rezonansu paramagne-
tycznego (ang. Electron Paramagnetic Resonance) w swojej zasadzie dziatania nie rézni
sie znaczgco od spektroskopii NMR. Gtdwng réznicg miedzy tymi dwoma technikami jest
to, ze EPR zaktada wzbudzanie spindw elektrondw, a nie jgder atomowych [177]. Kazdy
elektron posiada spinowg liczbe kwantowg o wartosci % oraz magnetyczne spinowe
liczby kwantowe o wartosciach -% lub +)%. Z tego wzgledu EPR stuzy do badania
indywiduow, w ktdrych pola magnetyczne poszczegdlnych elektrondw nie réwnowazg
sie wzajemnie (posiadajgcych niesparowane elektrony) czyli paramagnetykéw. Po
umieszczeniu w polu magnetycznym niesparowany elektron moze poruszac sie miedzy
dwoma stanami energetycznymi poprzez absorbcje lub emisje kwantu energii, jednak to
wiasnie absorbcja jest monitorowana i przeksztatcana w koncowy wykres. Widmo EPR

przedstawia intensywnos¢ sygnatu w zaleznosci od indukcji pola magnetycznego. Ten
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rodzaj spektroskopii do wzbudzania elektrondw wykorzystuje promieniowanie
elektromagnetyczne z zakresu 1 — 1000 GHz i stosuje sie go gtéwnie do badania wolnych

rodnikdéw oraz komplekséw z jonami metali [177].

3.4 Transmisyjna mikroskopia elektronowa

Transmisyjna mikroskopia elektronowa (TEM, ang. Transmission Electron
Microscopy) to technika mikroskopowa wykorzystujgca wigzke elektronéw do
obrazowania badanej probki. Mikroskop TEM pozwala na uzyskanie obrazu czgstek
o wielkosciach nawet kilku nanometréw. Schematyczna budowa transmisyjnego

mikroskopu elektronowego przedstawiona zostata na Rycinie 29.
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Rycina 29 Schemat budowy transmisyjnego mikroskopu elektronowego [178].
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Podstawowg czesciag mikroskopu TEM jest uktad wytwarzajacy wigzke
elektronéw. Sktada sie on ze znajdujacej sie wewnatrz dziata elektronowego katody
emitujgcej elektrony oraz anody umiejscowionej ponizej. Miedzy elektrody
doprowadzane jest wysokiego napiecie przyspieszajgce elektrony. Wymaga to jednak
utrzymywania w mikroskopie prézni pozwalajacej na uzyskanie wiekszych predkosci
i zapobiegajacej rozpraszaniu elektronédw. W mikroskopach TEM w zaleznosci od typu
urzadzenia stosuje sie napiecia przyspieszajgce od 100 do nawet 3000 kV (w przypadku
mikroskopow wysokonapieciowych) [179]. Zastosowanie wyzszego napiecia poprawia
rozdzielczos¢ mikroskopu i pozwala na uzyskanie lepszego obrazu prébki. W dalszej
czesci urzadzenia wigzka elektrondéw jest formowana i skupiana przez soczewki
elektromagnetyczne oraz przestony odcinajgce rozproszone elektrony. Tak uformowana
wigzka pada na prébke, a powstajgcy obraz mikroskopowy za pomoca projektora
wyswietlany jest na ekranie w dole kolumny.

W mojej pracy doktorskiej transmisyjng mikroskopie elektronowa
wykorzystatam do obrazowania agregatéw i fibryli biatkowych. Zdjecia TEM pozwalajg
okresli¢ jakiego rodzaju oligomery zawiera dana préobka. Co wiecej, jako$¢ zdjeé czesto

umozliwia takze obliczenie rozmiaru agregatow/fibryli i doktadng analize ich morfologii.

3.5 Testy kolorymetryczne

Jedng z metod pozwalajagcg na badanie procesu fibrylizacji biatek jest
spektrofluorymetria wykorzystujgca barwniki fluorescencyjne. W moich badaniach
skorzystatam z takich barwnikéw jak tioflawina T (ThT) oraz kwas 8-anilinonaftaleno-1-
sulfonowy (ANS).

Tioflawina T jest substancjg toksyczng, ale znalazta szerokie zastosowanie
w badaniach nad chorobami amyloidogennymi. Stuzy do wykrywania wysoko
uporzadkowanych struktur B-kartkowych obecnych w fibrylach biatkowych. ThT
zbudowana jest z pierscienia benzotiazolowego i benzyloaminy potgczonych ze soba
wigzaniem wegiel-wegiel (Rycina 30). W roztworze czgsteczka ta zachowuje sie
jak ,,wirnik molekularny”, gdyz na osi wspdlnego wigzania C-C nastepuje swobodna
rotacja obu pierscieni. Konsekwencjg tego zjawiska jest szybkie wygaszanie stanu
wzbudzonego, co skutkuje niskg emisjg fluorescencji [180]. Udowodniono,

ze zablokowanie obrotu pierscieni daje mozliwos¢ utrzymania przez czasteczke
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tioflawiny T stanu wzbudzonego. Zjawisko to wykorzystuje sie do wykrywania fibryli
biatkowych w roztworze. Oddziatywanie ThT-fibryla powoduje zablokowanie rotacji
wigzania C-C, co obserwujemy w postaci znacznego wzrostu intensywnosci fluorescencji

badanej prébki [180].

HsC

Rycina 30 Budowa tioflawiny T.

Szeroko$¢ kanatéw znajdujgcych sie wewnatrz struktury B-kartkowej fibryli
biatkowych ocenia sie na okoto 6,5-6,95 A, nie uwzgledniajac faricuchéw bocznych
aminokwasdéw [181]. Wymiary czasteczki tioflawiny T szacuje sie na okoto 6,1 A dtugosci
i 4,3 A grubosci. Fakt ten sugeruje, ze ThT najprawdopodobniej uktada sie dtuzsza osia
wzdtuz kanatu (Rycina 31), a oddziatywanie z blisko potozonymi taricuchami bocznymi
aminokwasow utrzymuje czgsteczke w konformacji ptaskiej, ktéra w stanie wzbudzonym
charakteryzuje sie najwyzszg sposrod wszystkich konformacji wydajnoscia fluorescencji

[181].

Rycina 31 Ufozenie tioflawiny T (zobrazowanej jako strzatka)
wewngqtrz fibryli biatkowej [180].

Drugim wykorzystanym przeze mnie barwnikiem fluorescencyjnym byt ANS,
ktorego budowa przedstawiona zostata na Rycinie 32. Emisja fluorescencji przez

czasteczki kwasu silnie zalezy od polarnosci rozpuszczalnika, w ktérym sie znajduja.
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W S$rodowisku wodnym fluorescencja jest prawie niezauwazalna, jednak wraz ze
wzrostem hydrofobowosci rozpuszczalnika jej intensywnos$é znacznie rosnie. ANS jest
powszechnie stosowany do monitorowania zmian konformacyjnych zachodzacych
w czgsteczkach biatek oraz obserwowania proceséw oligomeryzacji. Barwnik oddziatuje
z wewnetrznymi, hydrofobowymi fragmentami biatek, co prowadzi do usztywnienia jego
struktury i znacznego wzrostu emisji fluorescencji zaleznego od konformacji biatka. ANS
moze by¢ réwniez stosowany jako tak zwana sonda niefluorescencyjna dzieki mozliwosci
oddziatywania z resztami aminokwasoéw natadowanych dodatnio. Takie interakcje
zachodza zazwyczaj na powierzchni biatka i mogg zosta¢ wykorzystane do poszukiwania

miejsc wigzacych dla innych ligandow [182].

n.Q
HO-~g~ HN

Rycina 32 Budowa kwasu 8-anilinonaftaleno-1-sulfonowego.

4. Rentgenografia strukturalna
4.1 Krystalizacja metoda dyfuzji par w uktadzie wiszacej kropli

Sposrad kilku dostepnych metod krystalizacji biatek (np. krystalizacja z roztworu,
krystalizacja pod warstwg parafiny czy dializa [183]) wybratam metode krystalizacji
poprzez dyfuzje par w uktadzie wiszgcej kropli. Waznymi cechami tego typu krystalizacji
jest jej prostota i mozliwos¢ wykorzystania stosunkowo nieduzych ilosci krystalizowanej
substancji. Caty proces zachodzi w niewielkiej objetosci (1-3 ul), co pozwala na
wyprobowanie duzej ilosci roznych warunkdéw krystalizacyjnych przy zuzyciu matej ilosci
biatka. Krystalizacje najczesciej przeprowadza sie na specjalnie do tego przeznaczonych
szkietkach i ptytkach 24-dotkowych. Studzienki/rezerwuary na ptytkach wypetnione
zostajg roztworami do krystalizacji o roznym sktadzie, a na szkietku tworzy sie niewielka
krople poprzez zmieszanie roztworu biatka z roztworem krystalizacyjnym (w proporcji

dobranej do eksperymentu). Nastepnie szkietko odwraca sie kroplg do dotu i zakrywa
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otwor rezerwuaru, ktérego brzegi pokryte zostaty wczesniej smarem silikonowym
zapewniajgcym szczelno$¢ ukfadu. Kropla wisi na szkietku i nie styka sie z ptynng

zawartoscig rezerwuaru, co obrazowo przedstawione zostato na Rycinie 33.

szkietko nakrywkowe

\

v +—1— kropla

Ne—

roztwor krystalizacyjny

Rycina 33 Schemat krystalizacji metodg
dyfuzji par w uktadzie wiszgcej kropli [183].

Miedzy kroplg a roztworem zachodzi wymiana lotnych sktadnikéw, az do
momentu ustalenia stanu rownowagi. Wigze sie to z odparowywaniem rozpuszczalnika
z kropli, co jest rownoznaczne z zatezaniem biatka. Proces ten zachodzi powoli i czesto
jest dodatkowo spowalniany poprzez przechowywanie ptytek w obnizonej
temperaturze. W odpowiednio dobranych warunkach, podczas zatezania, w kropli
pojawiajg sie zarodki krystalizacyjne, z ktdrych, na skutek dalszego przytaczania
czagsteczek biatka, powstajg dobrze uformowane monokrysztaty. Zalezno$é procesu
krystalizacji od warunkdw eksperymentu doskonale obrazuje diagram fazowy
przedstawiony na Rycinie 34.

Roztwory stosowane do krystalizacji zawierajg szereg skfadnikéw ufatwiajacych
powstawanie krysztatéw. Aby doprowadzi¢ do krystalizacji nalezy ostabi¢ oddziatywanie
biatka z czgsteczkami rozpuszczalnika. W tym celu wykorzystuje sie zwigzki zwane
czynnikami stracajgcymi. Najczesciej uzywane sg organiczne polimery takie jak
poli(tlenki etylenu) - PEGi, ktérych dtugos¢ tancuchéw waha sie miedzy 200
a 15000 Da [184]. Innymi, czesto stosowanymi czynnikami strgcajgcymi sg sole [184],
ktére w wysokim stezeniu prowadzg do wysalania biatka poprzez obnizanie jego
rozpuszczalnosci. Kolejnymi sktadowymi roztworéw krystalizacyjnych sg bufory

odpowiedzialne za utrzymywanie wfasciwego pH oraz substancje dodatkowe takie jak
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detergenty stabilizujgce strukture biatek czy sole metali ciezkich [184]. Dwuwartos$ciowe
kationy metali oddziatuja z czasteczkami biatek powodujac powstawanie
miedzyczgsteczkowych oddziatywan, ktére inicjujg agregacje i tworzenie krysztatow.
Poza jonami metali innymi wykorzystywanymi srodkami sieciujgcymi sg np. poliaminy

czy polipeptydy [184].
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Rycina 34 Diagram fazowy przedstawiajqgcy zaleznos¢ procesu krystalizacji od stezenia biatka
i warunkow eksperymentu [185]. Jako parametr zmienny mozemy przyjqg¢ na przyktad
temperature bqdz stezenie czynnika strqgcajgcego.

4.2 Pomiary dyfrakgcji i analiza danych dyfrakcyjnych

Wedtug podstawowej zasady w optyce, najmniejszy obiekt jaki mozemy zobaczyé
ma wymiary podobne do dtugosci fali, za pomoca ktérej go obserwujemy. Dlatego,
do ,obejrzenia” biatka z rozdzielczo$cig atomowg wykorzystujemy promieniowanie
rentgenowskie. Promieniowanie to ulega rozproszeniu na elektronach (dyfrakcji),
co daje mozliwo$é wyznaczenia usrednionego rozktadu elektrondw w czgsteczce czyli
tzw. mapy gestosci elektronowej.

Pomiary dyfrakcji promieniowania na krysztale obecnie wykonuje sie przy
pomocy synchrotronowego zrédta promieniowania rentgenowskiego. Tak silne Zzrédto
promieniowania umozliwia wykonanie wielu analiz w bardzo krdotkim czasie,
a zastosowanie dodatkowego chtodzenia w postaci strumienia ciektego azotu chroni

krysztat przed uszkodzeniami radiacyjnymi. Pomiary dyfrakcji polegajg na rejestracji
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szeregu obrazéw dyfrakcyjnych podczas obracania krysztatu, co przedstawione zostato

na Rycinie 35.

ozproszone
promieniowanie . .
.
: : wigzka promieniowania /

detektor

obraz dyfrakcyjny

Rycina 35 Schemat pomiaru dyfrakcji promieniowania na krysztale [186]
oraz przyktadowy obraz dyfrakcyjny otrzymany dla krysztatu biatka [187].

Dane zebrane podczas pomiaréw dyfrakcyjnych nalezy poddaé¢ obrdobce
komputerowej, aby uzyska¢ informacje dotyczgce struktury czgsteczki. Pierwszym
krokiem jest tzw. indeksowanie czyli proces analizy reflekséw znajdujacych sie na
poszczegdlnych obrazach dyfrakcyjnych. Polega on na znajdowaniu ,przydatnych”
refleksdw i przypisywaniu im indeksdw hkl oraz odrzucaniu refleksdw o zbyt niskiej
intensywnosci. Kolejnym krokiem jest integracja, wyznaczanie intensywnosci
poszczegdlnych refleksdw oraz skalowanie. Refleksy nalezgce do takiej samej rodziny
ptaszczyzn, ale zarejestrowane na kilku obrazach dyfrakcyjnych zostajg zsumowane
w jedng intensywnos¢. Otrzymuje sie zbior indekséw hkl dla poszczegdlnych refleksow,
ich intensywnos$¢ oraz wartos¢ oszacowanego btedu pomiarowego. Posiadajgc takie
dane mozna przejsé¢ do rozwigzywania problemu fazowego i generowania mapy gestosci
elektronowej. Z pomiardow dyfrakcyjnych posiadamy dane dotyczace dtugosci fali, ktéra
sami zadajemy oraz jej amplitudy, ktérg wyznaczamy z intensywnosci refleksow. Nie
mozemy jednak zmierzy¢ doswiadczalnie fazy fali, a informacja ta jest niezbedna do
wyznaczenia potozenia elektrondéw. Istniejg trzy gtdwne metody rozwigzywania
problemu fazowego [188]. Pierwszym z nich jest podstawienie izomorficzne, drugim
dostrojona dyfrakcja anomalna, a trzecim tzw. metoda podstawienia czgsteczkowego.
Rozwigzywanie nieznanej struktury krystalicznej opiera sie tutaj na znanym modelu
biatka, ktérego sekwencja jest co najmniej w 25% identyczna z sekwencjg biatka

krystalizowanego.
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Struktury biatek po rozwigzaniu problemu fazowego poddaje sie udokfadnianiu
az do momentu uzyskania zadowalajgcych wartosci wskaznikdw rozbieznosci R i Rfree.
Parametr R jest miarg niezgodnosci miedzy udoktadnianym modelem, a danymi
eksperymentalnymi i w prawidtowo rozwigzanej strukturze powinien mieé¢ wartosc
ponizej 20 % [189]. Wskaznik Rfree Natomiast monitoruje postep udoktadniania struktury
i finalnie jego wartos¢ nie powinna odbiegac od wartosci R o wiecej niz 5 %. Rfree zaktada
wykorzystanie 95 % danych eksperymentalnych w procesie udoktadniania, a nastepnie
sprawdzanie jak dobrze zadany model przewiduje pozostate 5 % danych. Monitorowanie
obu tych wskaznikéw jednoczesnie ogranicza generowanie btedéw wynikajgcych

z nieprawidtowego wpasowania struktury w mapy gestosci elektronowe;.
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IV. Procedury

1. Otrzymanie wektorow ekspresyjnych
1.1 Elektroforeza w zelu agarozowym

Analizowane prébki DNA mieszatam z 6x stezonym buforem obcigzajgcym
(sktad buforu obcigzajgcego: 0,25 % btekit bromofenolowy, 0,25 % cyjanol ksylenu FF,
60 mM EDTA o pH 7,6 i 30 % glicerol w wodzie) w proporcji 1:4:1, odpowiednio - bufor
obcigzajagcy : woda : probka. Elektroforeze prowadzitam w 1 % zelu agarozowym
z dodatkiem bromku etydyny do stezenia koricowego rownego 1 pg/ml. Do rozdziatu
wykorzystywatam 10x stezony bufor TBE firmy Sigma Aldrich, ktéry przed uzyciem
rozcienczatam wodg do 1x. Elektroforeze prowadzitam w temperaturze pokojowej przy
napieciu 100 V do momentu osiggniecia przez barwnik buforowy okoto 2/3 wysokosci
zelu. Jako odnosnika masowego uzywatam markera masowego 1 kb DNA Ladder firmy
Fermentas. Wizualizacji prazkdow DNA dokonywatam za pomocg oswietlania zelu
Swiattem ultrafioletowym wzbudzajgcym z6tto-pomaranczowy fluorescencje bromku

etydyny interkalujacego z podwdjna nicig kwasu nukleinowego.

1.2 Mutageneza ukierunkowana

Zaplanowatam i przeprowadzitam trzy punktowe ukierunkowane mutagenezy.
W pierwszej kolejnosci zaprojektowatam startery do reakcji PCR. W celu uzyskania
odpowiednich parametréw takich jak temperatura miekniecia czy zawartosc¢
par GC, do analizy oligonukleotyddw wykorzystatam programy internetowe Oligo
Calc* oraz OligoAnalyzer™ Tool**. Sekwencje wybranych starteréw przedstawitam
w Tabeli 4, a ich parametry w Tabeli 5. Skrét for. (ang. forward) oznacza oligonukleotyd

komplementarny do nici matrycowej, natomiast rev. (ang. reverse) do nici kodujace;.

*  Dostepny na stronie
** Dostepny na stronie


http://biotools.nubic.northwestern.edu/OligoCalc.html
https://eu.idtdna.com/pages/tools/oligoanalyzer?returnurl=%2Fcalc%2Fanalyzer
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Tabela 4 Sekwencje starterdw do reakcji PCR z wprowadzonymi mutacjami.

Biatko Sekwencja oligonukleotydu

for. 5'-GGACAACTGC CCC TTC GCT GAC CAG CCA CAT CTG -3'

H86A
rev. 5'-CAGATGTGG CTG GTC AGC GAA GGG GCAGTTGTCC-3'
for. 5'- C CAT GAC CAG CCA GCT CTG AAA AGG AAAGCATTCTG -3'
H90A
rev. 5-CAGAATGCTTTCCTT TTC AGA GCT GGCTGG TCATGG -3’
for. 5'- GGA CAA CTG CCC CTT CGC TGA CCA GCC AGC TCT GAA AAG GAA AGC -3'
H86_90A

rev. 5'-GCTTTCCTTTTC AGA GCT GGC TGG TCA GCG AAG GGG CAG TTG TCC -3'

Tabela 5 Parametry poszczegdlnych starterdw do reakcji PCR.

Parametr H86A H90A H86_90A
Masa molowa for. 10308,7 Da 11047,2 Da 13794,0 Da
Masa molowa rev. 10579,9 Da 11073,2 Da 13891,0 Da
Dtugosc¢ startera 34 nukleotydy 36 nukleotydow 45 nukleotydéw
Zawartos¢ % GD 61,8 % 50,0 % 57,8 %
Temperatura miekniecia 80,3°C z Mg* 76,6°C z Mg 84,5°C z Mg*

Do wprowadzenia mutacji zastosowatam reakcje PCR. Wykorzystatam w niej

termostabilng polimeraze Pfu firmy Thermo Scientific, ktéra postuzyta do przygotowania

wektoréw ekspresyjnych wszystkich trzech mutantéw cystatyny C. Matryce stanowit

zmetylowany plazmid pHD313 zawierajgcy gen hCC typu dzikiego, ktéry otrzymatam od

dr hab. Anety Szymanskiej, prof. UG. Reakcje PCR prowadzitam w objetosci 25 ul i uzytam

do niej odczynnikdw w ilosci zgodnej z zaleceniami producenta polimerazy. Sktad

mieszanin reakcyjnych przedstawitam w Tabeli 6, a warunki reakcji w Tabeli 7. Przebieg

reakcji przeanalizowatam za pomocga elektroforezy w 1 % zelu agarozowym wedtug

procedury opisanej w punkcie IV.1.1.
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Tabela 6 Sktad mieszaniny reakcyjnej do PCR.

Sktadnik Stezenie wyjsciowe  Stezenie konicowe Dodana ilos¢
bufor Pfu 10x 1x 2,5 ul
polimeraza Pfu* - - 1l
dNTP 8 mM 0,8 mM 2,5 ul
starter for. 10 uMm 0,4 uM 1l
starter rev. 10 uM 0,4 uM 1l
DNA 10 ng/ul 0,4 ng/ul 1l
MgCl, 50 mM 2mM 1ul
H,0 - - 15 pl

* jlo$¢ polimerazy dodana wedtug zalecen producenta

Tabela 7 Warunki taricuchowej reakcji polimerazy (PCR).

Etap Temperatura Czas llos¢ cykli
I 95°C 1 min 1
95°C 30s
Il 56-65 °C 30s 30
70 °C 5 min
11 70 °C 5 min 1
\ 5°C - -

Po zakonczeniu reakcji PCR prébki poddatam trawieniu enzymem restrykcyjnym
FastDigest Dpnl firmy Thermo Scientific. Zastosowatam 1 ul enzymu na 15 pl mieszaniny

reakcyjnej. Inkubacje prowadzitam przez 15 minut w temperaturze 37 °C.

1.3 Transformacja do komorek bakteryjnych

Koricowe produkty reakcji PCR w objetosci 2 pl dodawatam do 50 ul zawiesiny
komodrek kompetentnych E. coli szczepu DH5a i pozostawiatam na lodzie na co najmniej
20 min. Transformacje prowadzitam z wykorzystaniem techniki szoku cieplnego.
Mieszanine ogrzewatam do 42 °C przez 90 sekund, a nastepnie pozostawiatam na lodzie
na 2 min. Po uptywie wyznaczonego czasu dodawatam 950 ul pozywki LB i inkubowatam
w 32 °C przez co najmniej 1 godzine. W ostatnim etapie pobieratam 100 ul zawiesiny

i siatam na szalke Petriego z podtozem LA/Amp (LA z dodatkiem 0,1 mg/ml ampicyliny),
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ktorg inkubowatam przez noc w temperaturze 32 °C. Réwnolegle do wtasciwej
transformacji wykonywatam takze prébe kontrolng bez dodatku DNA.

Wykorzystywany przeze mnie w niniejszej pracy skrét LA odnosi sie do statego
podtoza mikrobiologicznego, w ktdérego sktad wchodzg agar, ekstrakt drozdzowy,
trypton oraz chlorek sodu w proporcji masowej 1,5:1:2:2, natomiast LB do ptynnej
pozywki mikrobiologicznej, w ktérej sktad wchodza ekstrakt drozdzowy, trypton oraz
chlorek sodu w proporcji masowej 1:2:2. Do prowadzenia hodowli bakteryjnych
korzystatam z komercyjnie dostepnych mieszanin  LB-Miller i LB-Miller
z agarem firmy Sigma Aldrich oraz LB i LB-Agar firmy A&A Biotechnology. Pozywki

przygotowywatam zgodnie z zaleceniami producentéw.

1.4 Amplifikacja i izolacja DNA

Pojedyncze kolonie wyhodowane po transformacji na szalkach Petriego
zawierajgcych podtoze LA/Amp wykorzystywatam do zaszczepienia 4 ml pozywki ptynnej
LB/Amp (LB z dodatkiem 0,1 mg/ml ampicyliny). Mieszaniny inkubowatam przez noc
wytrzgsajac w 32 °C. Izolacje i oczyszczanie DNA prowadzitam za pomocg zestawu do
izolacji plazmidowego DNA Plasmid Mini firmy A&A Biotechnology wedtug procedury
dostarczonej przez producenta. Otrzymane w ten sposdb plazmidy poddawatam
elektroforezie kontrolnej w 1 % zelu agarozowym wedtug procedury opisanej w punkcie
IV.1.1 oraz sekwencjonowaniu w celu potwierdzenia ich zgodnosci z oczekiwanym

produktem.

2. Nadprodukcja rekombinowanych biatek
2.1 Przygotowanie komérek kompetentnych

Komorki bakteryjne E. coli siatam na ptytki zawierajace statg pozywke LA
i inkubowatam przez nocw 37 °C. Wybrang pojedynczg kolonig bakteryjng zaszczepiatam
10 ml sterylnej pozywki ptynnej LB i inkubowatam przez noc w 37 °C stale wytrzgsajac.
Swiezg poizywke LB o objetosci 50 ml zaszczepiatam 500 pl bakterii
z hodowli nocnej i inkubowatam w 37 °C przez okoto 2-3 godziny réwniez stale
wytrzgsajac, do momentu osiggniecia ODggo W granicach 0,6 - 0,7. Hodowle chtodzitam
przez 20 min na lodzie i wirowatam przez 5 min w 4 °C z szybkoscig 4000 rpm.

Supernatant zlewatam, a pozostaty osad zawieszatam w 25 ml 100 mM CacCl; i chtodzitam
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na lodzie przez 30 min. Bakterie ponownie wirowatam w takich samych warunkach,
a pozostaty osad zawieszatam w 2 ml 100 mM CaCl; i pozostawiatam na lodzie. Po
uptywie 1 godziny dodawatam 750 pl 50 % glicerolu (stezenie koricowe: okoto 14 %).
Powstatg zawiesine dzielitam na czesci po 100 pl i 200 pl, a nastepnie mrozitam

w ciektym azocie i przechowywatam w temperaturze -80 °C.

2.2 Transformacja do komérek kompetentnych

Do 50 pl zawiesiny komodrek kompetentnych E. coli szczepu BL21(DE3)
dodawatam 1 pl roztworu plazmidowego DNA zawierajgcego gen ludzkiej cystatyny C
typu dzikiego lub odpowiedniego mutanta punktowego (otrzymanego wedtug
procedury przedstawionej w punkcie IV.1). Transformacje prowadzitam

z wykorzystaniem techniki szoku cieplnego opisanej w punkcie 1V.1.3.

2.3 Nadprodukcja biatek

Pojedynczymi koloniami bakterii z hodowli na podtozu statym otrzymanych po
transformacji zaszczepiatam ptynne pozywki LB/Amp o objetosci 50 ml kazda. Hodowle
inkubowatam przez noc w 32 °C z ciggtym wytrzgsaniem. Przygotowane wczesniej
pozywki LB/Amp o objetosci 1 | kazda zaszczepiatam 10 ml hodowli nocnych
i umieszczatam w inkubatorze ogrzanym do temperatury 32 °C. Bakterie wytrzgsatam do
momentu osiggnieciu wartosci ODeoo powyzej 0,7, a nastepnie indukowatam
nadprodukcje pozgdanego biatka poprzez podniesienie temperatury hodowli do 41 °C.
Hodowle inkubowatam z wytrzgsaniem przez kolejne 3 godziny. Bakterie wirowatam
przez 10 min w 4 °C z szybkoscig 4700 rpm. Supernatanty zlewatam, a osady bakteryjne
mrozitam w ciektym azocie i przechowywatam w temperaturze -80 °C. Wydajnos¢
nadprodukcji oceniatam na podstawie przeprowadzonej pédiniej elektroforezy
SDS-PAGE. W celu przygotowania probki do analizy 500 ul hodowli bakteryjnych przed
i po indukcji ekspresji wirowatam przez 2 min z szybkoscig 14000 rpm, a powstate osady
zawieszatam w 1x stezonym buforze obcigzajgcym w ilosci rownej (ODgoo © 100) pl.

Elektroforeze prowadzitam zgodnie z procedurg opisang w punkcie IV.3.1.
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2.4 Nadprodukcja biatka znakowanego izotopowo

Wybrane biatko (wariant V57G) znakowatam pojedynczo stosujgc izotop azotu
5N. Pojedynczymi koloniami bakterii z hodowli na podtozu statym otrzymanych po
transformacji zaszczepiatam ptynne pozywki LB/Amp o objetosci 25 ml kazda. Hodowle
inkubowatam przez noc w 32 °C z ciggtym wytrzgsaniem. Przygotowane wczesniej
pozywki LB/Amp o objetosci 0,5 | kazda zaszczepiatam 5 ml hodowli nocnych
i umieszczatam w inkubatorze ogrzanym do temperatury 32 °C. Bakterie wytrzgsatam do
momentu osiggnieciu wartosci ODsoo okoto 0,4, a nastepnie wirowatam przez 10 min
w 4 °C z szybkoscig 4700 rpm i zawieszatam ponownie w pozywce ptynnej zawierajacej
znakowany komponent. Dokfadny jej sktad przedstawitam w Tabeli 8. Do pozywki
dodawatam roztwor soli (Tabela 9) sterylizowany poprzez filtracje, wilosci 1 ml roztworu
na 100 ml pozywki. Hodowle inkubowatam z wytrzagsaniem do momentu osiggniecia
wartosci ODeoo powyzej 0,7, a nastepnie podwyzszatam ich temperature do 41 °C. Dalsza
procedura postepowania nie rdéznita sie od tej stosowanej w przypadku nadprodukgcji

biatek nieznakowanych opisanej w poprzednim podrozdziale.

Tabela 8 Sktad pozywki do znakowania izotopowego.

Sktadnik Stezenie koricowe
KH,PO4 22 mM
Na;HPO, 90 mM

NacCl 8,5 mM
15NH,CI 19 mM

Tabela 9 Sktad mieszaniny soli.

Sktadnik Stezenie koricowe
MgSO, 416 mM
CaCl; 14 mM
FeSO; x 7 H,0 3,5mM
glukoza 1100 mM
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3. Oczyszczanie biatek
3.1 Elektroforeza SDS-PAGE

Elektroforeze wykonywatam z wykorzystaniem komercyjnie dostepnych zeli
gradientowych Mini-Protean TGX Gels firmy Bio-Rad lub przygotowanych samodzielnie,
zgodnie z procedurg opisang przez Sambrooka i wspdétpracownikow [190], zeli o statym
15 % stezeniu akrylamiddw, stosujac ilosci sktadnikéw przedstawione w Tabeli 10.
Analizowane prébki biatek mieszatam w proporcji 3:1 z 4x stezonym buforem
obcigzajacym (0,25 M Tris o pH 6,8, 8 % SDS, 40 % glicerol, 0,01 % btekit bromofenolowy
oraz 20 % 2-merkaptoetanol). Mieszaniny ogrzewatam przez 5 min w temperaturze
95 °C. Proces elektroforezy prowadzitam w 1x stezonym buforze Tris-glicyna-SDS firmy
Sigma Aldrich (komercyjnie dostepnym w formie 10x stezonej) w temperaturze
pokojowej przy napieciu poczgtkowym 100 V podniesionym do 200 V po osiggnieciu
przez proébki poziomu zelu rozdzielajacego. Rozdziat prowadzitam do momentu
osiggniecia przez barwnik buforowy okoto 4/5 wysokosci zelu. Jako odnosnika
masowego uzywatam markera masowego PageRuler Plus Prestained Protein Ladder
firmy Thermo Scientific. Wizualizacji dokonywatam za pomocg wybarwiania prazkow
w roztworze barwnika Coomassie Brilliant Blue G-250 (0,2 % Coomassie Brilliant Blue
G-250, 50 % metanol, 10 % kwas octowy) oraz odbarwianiu tta w roztworze
odbarwiajgcym (20 % etanol, 10 % kwas octowy). Zdjecia zeli wykonywatam za pomoca

urzgdzenia Fusion Fx firmy Vilber Lourmat.

Tabela 10 Proporcje sktadnikéw na 15 % Zel do elektroforezy SDS-PAGE.

ZEL ZAGESZCZAJACY (6 ml) ZEL ROZDZIELAJACY (20 ml)
; - o -

o,?éclfb?sk:: mgr': id 1ml o,zclfb?skarlzl:j/grl: id 10ml
10 % SDS 60 l 10 % SDS 200

1,0 M Tris pH 6,8 750 i 1,5 M Tris 0 pH 8,8 5 ml

TEMED 6ul TEMED 8 ul
10 % APS 60 l 10 % APS 200 pl
H,0 4,1 ml H,0 4,6 ml
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3.2 Izolacja nadprodukowanych biatek z komérek bakteryjnych

Osady bakteryjne rozmrazatam w wodzie z lodem i zawieszatam w buforze
zawierajgcym 20 mM Tris o pH 7,5 oraz 10 % glicerol w proporcji 30 ml buforu na osad
z 1 | hodowli. Zawiesiny poddawatam sonikacji w celu otwarcia komdrek bakteryjnych.
Proces prowadzitam w objetosci 30 ml w czterech cyklach: 1 x 1 min sonikacji + 2 min
przerwy oraz 3 x 2 min sonikacji + 2 min przerwy. Sonikowang mieszanine przez caty czas
przechowywatam w lodzie. Otrzymane zawiesiny wirowatam przez 10 min
w temperaturze 4 °C z predkoscig 15000 rpm. Supernatanty oddzielatam od osadow,
zamrazatam w ciektym azocie i przechowywatam w -80 °C. Wydajnos¢ sonikacji
kontrolowatam za pomocay elektroforezy SDS-PAGE. 100 ul zawiesiny otrzymanej
w wyniku sonikacji wirowatam przez 2 min z szybkoscig 14000 rpm. Do 60 ul
supernatantu dodawatam 20 pl 4x stezonego buforu obcigzajgcego, a osad bakteryjny
osuszatam (przez odwrdcenie probdéwki) i zawieszatam w 300 pl 1x stezonego buforu
obcigzajgcego. Elektroforeze prowadzitam zgodnie z procedurg opisang w punkcie

IV.3.1.

3.3 Oczyszczanie biatek

A. Chromatografia jonowymienna

W pierwszym etapie oczyszczania nadprodukowanych biatek stosowatam
chromatografie typu IEX. Proces prowadzitam na urzgdzeniu AKTA Pure wyposazonym
w kolumne HiTrap SP Fast Flow o objetosci 5 ml wypetniong kationitem — SP Sepharose
Fast Flow. Kolumne réwnowagowatam za pomocg 20 mM Tris o pH 7,5 (bufor A).
Roztwor biatka nanositam na kolumne z szybkoscig 0,5 ml/min. Biatko eluowatam za
pomocg liniowo rosngcego gradientu stezenia buforu B o sktadzie 20 mM Tris i 1 M NaCl
przy przeptywie 2 ml/min. Warto$¢ gradientu wynosita 0-50 % buforu B w 30 min.
Detekcje prowadzitam przy diugosci fali 280 nm. Czystos¢ frakcji sprawdzatam za
pomocg elektroforezy SDS-PAGE zgodnie z procedurg opisang w punkcie IV.3.1.
Wybrane frakcje przenositam do worka dializacyjnego o MWCO 6-8 kDa (Spectrapor).
Roztwory dializowatam w celu ich odsolenia oraz wymiany buforu. Procesy prowadzitam
w obnizonej temperaturze, w proporcji okoto 15 ml dializatu na 1 | buforu, wedtug
schematu: 1x do 20 mM (NH4)HCO3 przez noc oraz 3x do 10 mM (NH4)HCOs3 po 3 godziny.

Po zakonczonej dializie roztwor biatka liofilizowatam.
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B. Chromatografia sgczenia molekularnego

Drugim etapem oczyszczania biatek byt rozdziat monomeru i dimeru na kolumnie
do sgczenia molekularnego. Oczyszczanie prowadzitam na urzgdzeniu AKTA Prime,
wyposazonym w kolumne Superdex 75 10/300 GL, w systemie elucji izokratycznej.
Biatko rozpuszczatam w minimalnej objetosci buforu elucyjnego ztozonego z 50 mM
(NH4)HCO3 i nanositam na kolumne w objetosci nie wiekszej niz 1 ml jednorazowo.
Oczyszczanie prowadzitam przy przeptywie 0,5 ml/min, a detekcje przy dtugosci fali
280 nm. Czystos¢ frakcji sprawdzatam za pomocg elektroforezy natywnej
w zelu agarozowym wedtug procedury opisanej w punkcie IV.3.4. Frakcje rozdzielatam

na te zawierajgce monomer i te zawierajgce dimer biatka, a nastepnie liofilizowatam.

3.4 Elektroforeza natywna w zelu agarozowym

Elektroforeze natywng w zelu agarozowym prowadzitam zgodnie z procedurg
opisang przez Jeppssona i wspotpracownikéw [173]. Jako buforu rozwijajacego
uzywatam buforu barbituranowego o sktadzie 88 mM barbituran sodu, 16 mM kwas
barbiturowy oraz 2,5 mM EDTA, schtodzonego do temperatury okoto 4 °C. Nosnik
elektroforetyczny przygotowywatam przez rozpuszczenie agarozy w buforze
barbituranowym otrzymujac stezenie agarozy réwne 1 %. Zele o grubosci 1 mm,
przygotowywatam przez wylanie roztworu agarozy miedzy szklane ptyty z umieszczong
miedzy nimi folig GelBond Film o grubosci 0,2 mm firmy Lonza i pozostawienie do
zestalenia. Na zele nanositam po 10 ul prébek frakcji pochodzacych z oczyszczania
i pozostawiatam do wchtoniecia. Rozdziat prowadzitam przy napieciu 150 V przez
1 godzine. Wizualizacji prazkéow dokonywatam w kilku krokach. Na poczatku nosnik
elektroforetyczny umieszczatam w kwasie pikrynowym z dodatkiem kwasu octowego
w proporcji 5:1 na 15 min, nastepnie go odsgczatam i pozostawiatam do wyschniecia
w temperaturze 45 °C. Suchy zZel umieszczatam w roztworze barwnika Coomassie
Brilliant Blue R-250 (0,2 % Coomassie Brilliant Blue R-250, 50 % metanol, 10 % kwas
octowy) na kilka minut po czym przenositam go do roztworu odbarwiajgcego

(20 % etanol, 10 % kwas octowy).
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4. Charakterystyka biatek

4.1 Analiza chromatograficzna

Do analizy wykorzystywatam proébki biatek o stezeniu 1 mg/ml w roztworze PBS
(Sigma Aldrich) z dodatkiem 0,5 mM Bza (chlorowodorku benzamidyny) stosowanego
jako standard wewnetrzny. Analizy prowadzitam z wykorzystaniem chromatografu
cieczowego firmy Shimadzu sktadajgcego sie z pompy LC 20AD i detektora SPD 20A
wyposazonego w analityczng kolumne do sgczenia molekularnego Superdex 75 Increase
3.2/300 firmy GE Healthcare. Pracowatam w systemie elucji izokratycznej, a jako faze
ruchomg stosowatam roztwér PBS. Analizy prowadzitam przez 35 min przy
standardowym przeptywie 0,1 ml/min i detekcji spektrofotometrycznej dla dtugosci fali

280 nm.

4.2 Analiza LC-MS

Niewielkg ilos¢ probki biatka, rozpuszczatam w 100 pl roztworu PBS
i przekazywatam do analiz, ktére prowadzone byty przez dr Justyne Sawicka lub dr Marie
Dzierzyniskg na urzadzeniu LC-MS ESI-IT-TOF firmy Shimadzu w trybie jonizacji dodatnie;j.
Chromatograf cieczcowy wyposazony byt w termostatowang w temperaturze 40 °C
kolumne Kromasil C8, 5um, 100A o wymiarach 250 mm x 1 mm. Elucja zwigzkéw
prowadzona byta przy statym przeptywie fazy ruchomej 0,8 ml/min, w gradiencie
5-100 % B w 25 min. Stosowano nastepujacy uktad rozpuszczalnikéw: A — 0,2 % kwas
mrowkowy, B — acetonitryl i 0,2 % kwas mrowkowy. Detekcja prowadzona byfa przy
dwdch dtugosciach fali, 223 i 254 nm. W spektrometrze mas ESI-TOF jako gaz rozpylajacy
stosowano azot o przeptywie 1,5 I/min. Temperatura igty rozpylajgcej wynosita 200 °C,
a napiecie do niej przytozone 4,5 kV. Jonizacja prébki zachodzita pod cisnieniem

atmosferycznym. Napiecie detektora wynosito 1,7 kV.

4.3 Badania konformacyjne metoda dichroizmu kotowego

Widma CD zarejestrowane zostaty przez dr Danute Augustin-Nowacka na
aparacie JASCO J-810. Analizy prowadzone byty w roztworze PBS w temperaturze 22 °C
w zakresie dtugosci fali 250-350 nm dla stezenia biatka 2 mg/ml oraz w zakresie
190-250 nm dla stezenia biatka 0,1 mg/ml. Dodatkowo zarejestrowane zostaty widma

w gradiencie temperaturowym 20-95 °C dla dwdch dtugosci fali, 218 i 222 nm, dla
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stezenia biatka 0,1 mg/ml. Pomiary wykonano w kuwetach o dtugosci drogi optycznej
0,1 cm. Wyniki zaprezentuje w postaci funkcji zaleznosci eliptycznosci molowej ©
[deg - cm? - dmol?] od dtugosci fali A [nm] lub w postaci funkcji zalezno$ci pierwszej

pochodnej © od temperatury [°C].

4.4 Dimeryzacja w obecnosci chlorowodorku guanidyny

Przygotowatam roztwory biatka o stezeniu 1 mg/ml w PBS z dodatkiem
0,5 mM Bza oraz 0,5 M lub 1 M chlorowodorku guanidyny (Gdn), ktdry stanowit tagodny
srodek denaturujacy indukujgcy dimeryzacje. Prébki inkubowatam przez 5 dni w statej
temperaturze 37 °C. Analizy wykonywatam z uzyciem chromatografii sgczenia
molekularnego wedtug procedury opisanej w punkcie 1V.4.1. Na kolumne nanositam po

10 pl roztwordw nierozcienczonych, pochodzgcych bezposrednio z inkubacji.

4.5 Badania aktywnosci biatek

Cystatyna C jako inhibitor proteaz cysteinowych wykazuje aktywnos¢ inhibicyjna
wobec papainy, ktérg wtasnie z tego wzgledu wykorzystatam do badan aktywnosci
biologicznej mutantéw hCC. Jako inhibitora kontrolnego uzytam standardowego
inhibitora kowalencyjnego papainy, E-64 (1-[(2S,3S)-trans-epoksysukcynylo-L-leucylo-
amino]-4- guanidynobutanu) [191]. Substrat reakcji enzymatycznej stanowit roztwér
BAPA (chlorowodorku p-nitroanilidu N-benzoilo-L-argininy) w DMSO. Reakcje
prowadzitam na ptytkach 96-dotkowych w buforze fosforanowym z dodatkiem DTT
i EDTA. Stezenia poczatkowe poszczegdlnych sktadnikéw reakcji enzymatycznej
przedstawitam w Tabeli 11.

Podstawowg mieszanine reakcyjng stanowita papaina, bufor aktywujacy oraz
Brij 35 (niejonowy detergent) w stosunku objetosciowym 1:5:11,5. Jako odnosnik
zastosowatam mieszanine 90 pl buforu aktywujgcego i 10 ul Brij 35, ktdrg umiescitam
w dotku nr 1. Do pozostatych dotkdw dodatam mieszanine reakcyjng w objetosci 87,5
oraz po 10 pl roztwordw inhibitora w Brij 35 wedtug rozcienczen przedstawionych
w Tabeli 12. Tak przygotowane roztwory inkubowatam przez 30 min w temperaturze
pokojowej, po czym do kazdego z dotkow (poza pierwszym) dodatam 2,5 ul substratu
BAPA i kontynuowatam inkubacje przez kolejne 30 min. Po zakoniczeniu inkubacji

mierzytam absorbancje przy diugosci fali 405 nm.

78



Tabela 11 SteZenia sktadnikéw uzyte do przeprowadzenia reakcji enzymatycznej.

Sktadnik Stezenie
Enzym papaina 1 mg/ml
E-64 10 pM
Inhibitor
cystatyna C 0,5 mg/ml
Substrat BAPA w DMSO 100 mM
Surfaktant Brij 35 0,01 %
sodowy bufor fosforanowy 0,4 M
Bufor pH 6,5
L TETE] EDTA 4mM
DTT 4 mM

Tabela 12 Schemat przygotowania serii rozciericzen inhibitora do reakcji enzymatycznej.

Nr dotka 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Inhibitor
[ui]

Brij 35 0,01 %
[ui]

- 00 15 30 45 60 75 90 105 12,0 13,5 150

- 15,0 13,5 12,0 105 90 75 60 45 30 15 00

5. Badanie oddziatywania cystatyny C z jonami Cu?*
5.1 Inkubacja biatek z jonami miedzi

Probke biatka o stezeniu 1 mg/ml inkubowatam z dodatkiem jonéw Cu?*
w stosunku molowym 1 : 1 w temperaturze 37 °C przez 6 dni. Jako rozpuszczalnika
uzywatam buforu octanowego o skfadzie 25 mM CH3;COONa oraz 150 mM NadCl,
o pH 6,95. Prébki pobieratam w réznych odstepach czasowych (0 i 2 godziny, 1, 3 i 6 dni)
i analizowatam za pomocg chromatografii sgczenia molekularnego wedtug procedury
opisanej w punkcie 1V.4.1. Jako fazy ruchomej uzywatam wyzej wymienionego buforu

octanowego. Na kolumne nanositam 10 pul roztworu przygotowanego przez zmieszanie

5 ul probki z 10 pl buforu octanowego z dodatkiem 0,5 M Bza.
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5.2 Badanie zmian konformacyjnych metodg dichroizmu kotowego
Analizy CD przeprowadzone zostaty w dwdch buforach. Wszystkie widma

zarejestrowane zostaty przez dr Danute Augustin-Nowacka na aparacie JASCO J-810
w temperaturze 22 °C w kuwetach o szerokosci 0,1 cm.

A. Bufor MES
Przygotowywatam dwie prébki kazdego z biatek w buforze zawierajgcym 10 mM MES
i 50 mM NaCl, pH 6,5 o stezeniach 1 oraz 0,1 mg/ml. Do obu prébek w réwnych
odstepach czasowych dodawano jony Cu®* | kazdorazowo inkubowano je
w temperaturze pokojowej przez 15 min. Pierwszy pomiar wykonano dla prébek
niezawierajgcych miedzi, a kolejne dla probek z 0,5, 1 oraz 5 ekwiwalentami Cu?*
w stosunku do ilosci biatka. Po kazdym dodaniu jondw rejestrowano widma CD. Prébki
o wyzszym stezeniu biatka wykorzystane zostaty do analizy w zakresie 250-350 nm,
a o nizszym do analizy w zakresie 190-250 nm.

B. Bufor kakodylanowy
Przygotowatam prébki kazdego z biatek bez i z dodatkiem jonéw Cu?* w stosunku
molowym 1 : 1. Analizy wykonane zostaty w buforze zawierajagcym 10 mM kakodylan
sodu oraz 50 mM NaCl o pH 6,9 w zakresie dtugosci fali 250-350 nm dla stezenia biatka
1 mg/ml oraz w zakresie 190-250 nm dla stezenia biatka 0,1 mg/ml. Dodatkowo
zarejestrowane zostaty widma w gradiencie temperaturowym 20-95 °C dla dwédch

dtugosci fali (218 i 222 nm) dla stezenia biatka 0,25 mg/ml.

5.3 Analiza oddziatywania biatko-metal metoda spektroskopii EPR

Analizy EPR przeprowadzone zostaty przez dr hab. Simona Drew w Instytucie
Biochemii i Biofizyki PAN. Prébki przygotowano poprzez rozpuszczenie biatka w 50 mM
MES o pH 6,5 otrzymujgc stezenie 150 uM. Roztwoér zawierat takze 150 uM
monoizotopowy ®°CuSOs oraz krioprotekcyjny 10 % v/v glicerol. Po przygotowaniu
mieszanine przeniesiono do probowek kwarcowych i zamrozono w ciektym azocie.
Widma zarejestrowano za pomocy spektrometru CMS8400 firmy Adani stosujgc
parametry przedstawione w Tabeli 13. Korekte linii podstawowej widm

przeprowadzono poprzez odjecie widma 50 mM MES o pH 6,5.
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Tabela 13 Parametry pomiaréw EPR.

Parametr Wartos¢
Czestotliwos¢ mikrofal 9,42 GHz
Ttumienie mikrofal 10dB
Szybkos¢ przemiatania 10 Gs/s
Amplituda modulacji 10 Gs
Liczba punktow 4096
Wzmocnienie odbiornika 100
Stata czasowa 100 ms
Czestotliwos¢ modulacji 100 kHz

5.4 Analiza oddziatywania biatko-metal metodg spektroskopii NMR

Analizy NMR przeprowadzone zostaty przez dr Igora Zhukov w Instytucie
Biochemii i Biofizyki Polskiej Akademii Nauk. Prdébke przygotowano poprzez
rozpuszczenie 2,4 mg znakowanego N mutanta hCC V57G w 10 % D>0, 25 mM
HEPES-d18 oraz 50 mM NaCl. Koncowe stezenie biatka wynosito okoto 0,4 mM. Jony
miedzi wprowadzono przez dodanie matej ilosci 110 mM wodnego roztworu CuCls.
Stezenie koricowe Cu?* wynosito okofo 1 mM. Widma NMR zarejestrowano za pomocg
spektrometru Inova 500 MHz pracujacego przy 11,7 T (czestotliwo$é rezonansowa H
500,606 MHz) w temperaturze 25 °C. Przesuniecia chemiczne 'H i N przypisano
w odniesieniu do 2,2-dimetylo-2-silapentano-5-sulfonianu sodu (DSS), stosujac stosunek
= =0,101329118 dla rezonanséw *°N [192]. Zebrane dane NMR zostaty przetworzone
przy uzyciu oprogramowania NMRPipe [193] i przeanalizowane za pomocg programu

SPARKY [194].

6. Badanie wptywu jonéw Cu?* na proces oligomeryzacji cystatyny C
6.1 Fibrylizacja biatek

Podjetam kilkanascie préb fibrylizacji cystatyny C oraz jej wariantéw w obecnosci
jondw Cu?* stosujgc rézne warunki inkubacji. Modyfikowatam takie parametry jak bufor,

pH, stezenie biatka oraz szybko$¢ wytrzgsania. Podczas kazdego z eksperymentdw
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rownoczesnie inkubowatam prébki kontrolne niezawierajace jondw metali. Doktadne

warunki inkubacji przedstawitam w Tabeli 14.

Tabela 14 Warunki inkubacji cystatyny C i jej mutantéw wykorzystane podczas prob fibrylizacji.

Stezenie llos¢ . Dtugos¢
biatka Sktad buforu jonow Cu?* Temperatura  Wytrzasanie inkubacji
25 mM octan
3 sodu, 1:1 o .
1 mg/ml 150 mM 4,0 (molowo) 48 °C 600 rpm 14 dni
Nacl
25 mM octan
3 sodu, 1:1 R .
2 me/ml 150 mM 4,0 (molowo) 48 °C 300 rpm 21 dni
NaCl
25 mM octan
3 sodu, 1:1 R .
3 me/ml 150 mM 4,0 (molowo) 48 °C brak 14 dni
NaCl
25 mM octan
0,25 sodu, 1:1 o 72
4 mg/ml 150 mM 4.0 (molowo) 48°C 600 rpm godziny
NaCl
10 mM
5 3 kakodylan ¢ o 1:1 48°C 600 rpm 14 dni
mg/ml sodu, (molowo)
50 mM NaCl

Probki inkubowanych roztworéw pobieratam w réznych odstepach czasowych

(w zaleznosci od przebiegu eksperymentu) i analizowatam za pomoca:

o testow kolorymetrycznych opisanych w punkcie IV.6.2;

o chromatografii saczenia molekularnego opisanej w punkcie 1V.4.1. — jako fazy

ruchomej uzywatam buforu octanowego o pH 6,9; na kolumne nanositam

10 pl roztworu przygotowanego przez zmieszanie 8 ul buforu octanowego

z dodatkiem 0,5 M Bza z 4 ul prébki;

o transmisyjnej mikroskopii elektronowej opisanej w punkcie 1V.6.3;

o spektroskopii mas opisanej w punkcie 1V.4.2 — pobrang prébke wirowatam

i przekazywatam do analizy LC-MS ESI-TOF.
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6.2 Testy kolorymetryczne

Do kontrolowania procesu oligomeryzacji wykorzystywatam dwa barwniki
fluorescencyjne, tioflawine T oraz ANS. Do wykonania testéw kolorymetrycznych
wykorzystywatam prébki pobrane podczas inkubacji biatek opisanej w punkcie IV.6.1.
Analizy spektrofluorometryczne przeprowadzatam na ptytkach 96-dotkowych

na urzadzeniu Infinite M200 Pro firmy Tecan.

A. Test tioflawinowy
Préobke do analizy przygotowywatam poprzez zmieszanie 10 pl prébki z inkubacji
z 5 pl 100 uM roztworu ThT oraz 85 pl buforu, w ktérym prowadzitam inkubacje
badanego biatka. Mieszanine odstawiatam na 10 min w temperaturze pokojowej,
a nastepnie rejestrowatam widmo stosujgc nastepujgce parametry pomiaru:
o pasmo wzbudzenia: 420 nm;
o zakres skanowania: 455-600 nm;

o ilos¢ skanowan: 3 (wynik w postaci Sredniej arytmetycznej).

B. Test ANS
Prébke do analizy przygotowywatam poprzez zmieszanie 5 pl prébki z inkubacji
z 10 pl 10 puM roztworu ANS oraz 85 ul buforu, w ktéorym prowadzitam inkubacje
badanego biatka. Mieszanine odstawiatam na 10 min w temperaturze pokojowej,
a nastepnie rejestrowatam widmo stosujgc nastepujgce parametry pomiaru:
o pasmo wzbudzenia: 385 nm;
o zakres skanowania: 420-600 nm;

o ilos¢ skanowan: 3 (wynik w postaci Sredniej arytmetycznej).

6.3 Transmisyjna mikroskopia elektronowa

Obrazy z transmisyjnego mikroskopu elektronowego zarejestrowane zostaty
przez mgr Dorote tuszczek z Wydziatu Biologii Uniwersytetu Gdanskiego na urzadzeniu
FEI Tecnai Spirit Bio-Twin przy napieciu przyspieszajagcym elektrony o wartosci 120 kV.
Wszystkie probki  przygotowywane byly do rejestracji zdje¢ bezposrednio
w Laboratorium Mikroskopii Elektronowej na Woydziale Biologii UG. Do analizy

pobierano po 5 ul roztwordéw, ktére nanoszono na miedziang siateczke TEM o 300
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oczkach z pokryciem formvar i cienkg warstwg weglowg, a nastepnie wybarwiano za

pomocg 2 pl 1,5 % roztworu octanu uracylu.

7. Rentgenografia strukturalna
7.1 Krystalizacja biatek

Krystalizacje biatek prowadzitam metodg dyfuzji par w uktadzie wiszgcej kropli
w temperaturze 18 °C. Objetos¢ stawianych kropel kazdorazowo wynosita 3 pl. Na kazda
krople sktadaty sie roztwdr biatka i roztwér krystalizacyjny w proporcji objetosciowej 1:1.
Eksperymenty przygotowywatam manualnie na przeznaczonych do tego ptytkach
24-dotkowych XRL (Molecular Dimensions). W celu okreslenia wstepnych warunkéw
krystalizacji ~ wykorzystywatam  komercyjnie = dostepne  zestawy roztworéw
krystalizacyjnych, wsréd ktdrych znalazty sie Morpheus, JCSG-plus i The BCS Screen firmy
Molecular Dimensions oraz Index i PEG/lon Screen firmy Hampton Research.
Krystalizowane biatka wraz z ich stezeniami i zastosowanymi zestawami

krystalizacyjnymi przedstawitam w Tabeli 15.

Tabela 15 Krystalizowane warianty cystatyny C wraz z ich stezeniami

oraz zastosowanymi zestawami roztwordw krystalizacyjnych.

Zestaw Biatko Sie=chic
[mg/ml]
WT 10
Morpheus H86A 10,20i 30
HI90A 10i20
H86_90A 10i20
H86A 10
JCSG-plus H90A 10
H86_90A 10
H86A 10
The BCS Screen H90A 10i20
H86_90A 10
WT 10,15i20
H86A 10
Index
H90A 10
H86_90A 10i20
PEG/lon Screen WT 10
H90A 10
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Do optymalizacji warunkéw krystalizacji wykorzystatam ponad 230 samodzielnie
przygotowanych mieszanin oraz komercyjnie dostepny zestaw roztwordw
wspomagajacych krystalizacje Additive Screen firmy Hampton Research.

Krystalizacje w obecnosci jondw miedzi (Il) prowadzitam poprzez dodawanie do
samodzielnie przygotowanych lub komercyjnie dostepnych roztwordw, wodnego
roztworu chlorku miedzi (Il) o stezeniu koicowym 20, 50 lub 200 uM. Oprécz tego
(ze wzgledu na problemy z krystalizacjg biatek w obecnosci jondw miedzi) krysztaty
biatka hCC WT namaczatam w roztworze krystalizacyjnym z dodatkiem Cu?*

w stezeniu 200 uM i inkubowatam przez 30 min, 1 oraz 2 godziny.

7.2 Pomiary dyfrakcyjne

Dane dyfrakcyjne dla czterech krysztatéow hCC WT, dwdch H90A oraz jednego
H86A wykrystalizowanego bez obecnosci Cu?* zarejestrowane zostaty przez dr Marte
Orlikowska na wigzce MX 14.1 synchrotronu BESSY Il w Berlinie (Niemcy) wyposazonego
w detektor PILATUS3 S 6M. Natomiast dane dyfrakcyjne dla krysztatu hCC H86A
powstatego w obecnosci jondw Cu?* oraz krysztatu H86 90A zarejestrowane zostaty
przeze mnie na wigzce XRD2 synchrotronu ELLECTRA w Triescie (Wtochy) wyposazonego
w detektor PILATUS 6M. Pomiary przeprowadzone zostaty z wykorzystaniem

parametréw zebranych w Tabeli 16 przedstawionej na kolejnej stronie.
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Tabela 16 Parametry pomiardw dyfrakcyjnych przeprowadzonych z wykorzystaniem synchrotronowego zrodta promieniowania.

Parametr WT H86A H90A H86_90A
Oznaczenie krysztatu WT WT_Cu30min WT_Culh WT_Cu2h H86A H86A_Cu H90A_1 H90A_2 H86_90A
Dtugo$é¢ fali 0,9184 A 0,9184 A 0,9184 A 0,9184 A 0,9184A  1,000A | 0,9184A 09184 A 1,000 A
llos¢ zarejestrowanych 720 1100 1100 1100 1800 720 1800 720 720
obrazéw
Oscylacja 0,5° 0,2° 0,2° 0,2° 0,1° 0,5° 0,1° 0,5° 0,5°
Ekspozycja 1s 0,4s 0,4s 0,4s 0,2s 0,5s 0,2 0,5s 0,5s
Delleizost Cerifaii o 471 mm 544 mm 544 mm s44mm | 470mm  452mm | 470mm  571mm | 520 mm
detektora
WT — krysztat niemoczony w roztworze jonéw Cu?* po wykrystalizowaniu

WT_Cu30min - krysztat moczony przez 30 min w roztworze jondw Cu?* po wykrystalizowaniu

WT_Culh — krysztat moczony przez 1 godzine w roztworze jonéw Cu?* po wykrystalizowaniu

WT_4Cu2h - krysztat moczony przez 2 godziny w roztworze jonéw Cu?* po wykrystalizowaniu
H86A — krysztat otrzymany w warunkach pozbawionych jonéw Cu?*

H86A_Cu — krysztat otrzymany w warunkach zawierajacych jony Cu?*

H90A_1 — | krysztat otrzymany w warunkach pozbawionych jonéw Cu?*

H90A_2 — Il krysztat otrzymany w warunkach pozbawionych jonéw Cu?*

H86_90A — krysztat otrzymany w warunkach pozbawionych jonéw Cu?*



Procedury

7.3 Rozwigzywanie i udoktadnianie struktur

Procesowanie danych dyfrakcyjnych - indeksowanie, integrowanie, skalowanie —
dla wszystkich krysztatéw przeprowadzita dr Marta Orlikowska z wykorzystaniem
programu XDSAPP [195]. Zawartos$¢ czesci asymetrycznej komoérek elementarnych
wyznaczatam samodzielnie za pomocg tzw. wspoétczynnika Matthewsa, obliczanego na
podstawie rozmiarow komorki, krystalograficznej grupy przestrzennej i sekwencji biatka.

Z uwagi na fakt, ze otrzymane przeze mnie krysztaty mutantéw posiadaty taka
samag symetrie i rozmiar komorki elementarnej jak struktury wyznaczone i zdeponowane
w PDB, nie byto koniecznosci rozwigzywania struktur. Mogtam zaczgé od dopasowania
wybranego modelu jako bryty sztywnej (ang. rigid body refinement) i przejs¢ do
udokfadniania. Zastosowana przeze mnie procedura udoktadniania wszystkich
otrzymanych struktur krystalicznych polegata na recznej przebudowie modeléw
w programie Coot [196] oraz obliczeniach w programie Refmac5 [197] z pakietu CCP4.
Poprawnos¢ budowanego modelu oraz jego zgodnos$¢ z mapg gestosci elektronowej
kontrolowatam poprzez systematyczng analize wskaznikéw rozbieznosci R i Riree.
Poprawnos¢ geometryczng struktur tj. diugosci i katy wigzan oraz oddziatywania
taricuchéw bocznych sprawdzatam za pomoca programéw Coot [196] oraz MolProbity
[198]. Podstawg ustalenia poprawnosci geometrycznego utozenia faricuchow biatek byta

analiza map Ramachandrana.
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V. Prezentacja i omdéwienie wynikow

1. Przygotowanie wektorow ekspresyjnych i nadprodukcja biatek
Zaplanowatam i przeprowadzitam trzy punktowe ukierunkowane mutagenezy
wprowadzajgc nastepujgce mutacje do genu cystatyny C:

o Wariant | - reszte His®® zamienitam na reszte alaniny (H86A),

o Wariant Il - reszte His*® zamienitam na reszte alaniny (H90A),

o Wariant lll - reszty His® i His°® zamienitam na reszty alaniny (H86_90A).
Wprowadzone mutacje pozwolity mi czesciowo lub catkowicie wyeliminowa¢ reszty
histydyny, ktére potencjalnie mogg brac udziat w wigzaniu jondw miedzi (11). W pierwszej
kolejnosci zaprojektowatam startery (oligonukleotydy) do reakcji PCR, ktérych synteza
zlecona zostata firmie Merck. Podczas projektowania kierowatam sie kilkoma ogdlnymi
zasadami, miedzy innymi: aby zawartos¢ par GC wynosita okoto 50-60 %, dtugosc
starteréw nie byta mniejsza niz 20 zasad (co moze prowadzi¢ do niespecyficznego
wigzania z matrycy), startery nie posiadaty sekwencji komplementarnych powodujgcych
ich dimeryzacje oraz aby temperatura miekniecia byta odpowiednio wysoka (okoto
70 °C lub wyzsza). Ponizej znajdujg sie sekwencje zaprojektowanych przeze mnie
starteréw wraz z odpowiadajgcymi im sekwencjami aminokwasowymi. Wyttuszczone
zostaty fragmenty sekwencji, ktore ulegty zmianie.

hCCWT
TTGGACAACTGCCCCTTCCATGACCAGCCACATCTGAAAAGGAAAGCATTCTGC

L DN C P F H*D Q P H°L K R K A F C

hCC H86A
GGACAACTGCCCCTTCGCTGACCAGCCACATCTG
D NCP F A DAQP HL

hCC H90A
CCATGACCAGCCAGCTCTGAAAAGGAAAGCATTCTGC

H* D Q P A L K R K A F C

hCC H86_90A
GGACAACTGCCCCTTCGCTGACCAGCCAGCTCTGAAAAGGAAAGC

b N C P F A DOQUPA L K RK

Do wprowadzenia mutacji zastosowatam reakcje PCR, ktdérej warunki

przedstawitam w punkcie IV.1.2. Jako matryce zastosowatam plazmidowe DNA
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zawierajgce gen ludzkiej cystatyny C typu dzikiego — plazmid pHD313. W celu znalezienia
optymalnej temperatury hybrydyzacji starteréw z matryca, reakcje przeprowadzitam
w gradiencie temperaturowym 56-65 °C na 8 probkach. Po zakorczeniu reakcji
mieszaniny reakcyjne analizowatam w 1 % zZelu agarozowym. Przyktadowy

elektroforegram przedstawitam na Rycinie 36.

Produkt PCR

A-H - kolejne prébki w gradiencie od 65 °C A do 56 °CH
X — probka kontrolna bez dodatku polimerazy

Rycina 36 Elektroforegram produktow reakcji PCR prowadzonej w gradiencie
temperaturowym od 65 °C (probka A) do 56 °C (probka H).

Na przedstawionym powyzej elektroforegramie produkt reakcji PCR widoczny
jest w kazdej z analizowanych prébek poza prébka kontrolng. Prazek prébki kontrolnej
pochodzit od matrycowego plazmidowego DNA uzytego do mutagenezy. Przesuniecie
elektroforetyczne produktdw reakcji wynika z linearyzacji wektora pHD313 i na jego
podstawie mozna wnioskowac o poprawnym zajsciu reakcji. Najlepsze efekty w postaci
najwiekszego stezenia produktu uzyskatam dla prébek G (dla temperatury hybrydyzacji
57,1 °C) i H (dla temperatury hybrydyzacji 56 °C) w przypadku wszystkich trzech
przeprowadzonych mutagenez. Z tego wzgledu to wtasnie te prébki poddawatam dalszej
obrébce. W celu usuniecia matrycy przeprowadzitam trawienie enzymem restrykcyjnym
Dpnl degradujgcym zmetylowane (matrycowe) czgstki DNA.

Ostatnim etapem przygotowywania wektoréw ekspresyjnych byta amplifikacja
produktéw reakcji PCR w komadrkach bakteryjnych E. coli szczepu DH5a. Amplifikacje
oraz izolacje amplifikowanych plazmidow przeprowadzitam zgodnie z procedurg opisang

w punkcie IV.1.3. Ostatecznie otrzymatam:
o 60 pl wektora ekspresyjnego dla biatka H86A o stezeniu 103,56 ng/ul;
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o 60 pl wektora ekspresyjnego dla biatka H90A o stezeniu 91,81 ng/ul;
o 60 pl wektora ekspresyjnego dla biatka H86_90A o stezeniu 51,90 ng/pl.

Pomiaru stezenia DNA dokonywatam na spektrofotometrze mikroobjetosciowym Colibri
LB 915. W celu potwierdzenia zgodnos$ci otrzymanych sekwencji z sekwencjami
oczekiwanymi zlecitam sekwencjonowanie wszystkich trzech prébek DNA firmie
Gemoned. Kazdy z analizowanych plazmidéw zawierat zaktadang mutacje, co pozwolito
na wykorzystanie ich do dalszej pracy.

Wektory ekspresyjne, w celu nadprodukcji mutantéw cystatyny C, transformo-
watam do chemikompetentnych komodrek bakteryjnych E. coli szczepu BL21(DE3),
przygotowanych wedtug procedury opisanej w punkcie IV.2.1. Szczep ten pozwala na
wysokag nadprodukcje biatek kierowanych do przestrzeni peryplazmatycznej. Hodowle
bakteryjne prowadzitam w objetosci 0,5 lub 1 litra. W przypadku nadprodukowanych
przeze mnie mutantéw nie zauwazytam istotnej réznicy w ilosci otrzymanego biatka
w zaleznosci od wielko$ci hodowli. Namnazanie bakterii w objetosci 1 | trwato nieco
dtuzej ze wzgledu na mniejsze napowietrzanie pozywki oraz wiekszg ilos¢ czasu
potrzebng do osiggniecia zadanej temperatury hodowli, jednak rdéznice te nie
skutkowaty koniecznoscig zmiany protokotu nadprodukgji.

W plazmidzie pHD313 znajduje sie termowrazliwy represor cl857, dlatego
ekspresje wprowadzonego genu indukowatam poprzez podniesienie temperatury
hodowli z 32 °C do 41 °C. Skutkowato to inaktywacjg wyzej wymienionego represora
i rozpoczeciem produkcji pozgdanego biatka.

Wydajnos¢ prowadzonych proceséw oceniatam na podstawie wynikow
elektroforezy SDS-PAGE prébek hodowli bakteryjnych. Na Rycinie 37 przedstawitam
przyktadowy elektroforegram otrzymany po przeprowadzeniu nadprodukcji cystatyny C
typu dzikiego. W prébkach B widoczny jest intensywny prazek odpowiadajgcy biatku hCC
WT, przy jednoczesnym braku cystatyny C w prébkach pobranych z hodowli nocnych (A),
co sugeruje powodzenie procesu nadprodukcji. Poniewaz ilos¢ biatka wydawata sie
satysfakcjonujgca, komorki bakteryjne poddatam dalszej obrdbce.

Ze wzgledu na bardzo duze podobienistwo elektroforegraméw otrzymanych dla
poszczegdlnych mutantéw hCC w niniejszej rozprawie przedstawiac bede jedynie obrazy

wybranych zeli.
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A — 3x prébki hodowli nocnych

M — marker masowy
X — prébka kontrolna zawierajgca

Eﬁ

procesu nadprodukcji - cystatynaC

@lﬂ;:;i
miﬁi;

cystatyne C :
B — 3x prébki hodowli po zakonczeniu —
-

EEE :-m

Rycina 37 Elektroforegram probek hodowli bakteryjnych pobranych
podczas procesu nadprodukcji biatek.

2. lzolacja i oczyszczanie biatek

Do N-konca cystatyny C przytgczony zostat peptyd sygnatowy, ktérego zadaniem
w trakcie nadprodukcji jest kierowanie biatka do przestrzeni peryplazmatycznej
komoérek bakteryjnych. Zabieg ten przynosi dwie korzysci. Po pierwsze, umozliwia
zamkniecie mostkéw disulfidowych obecnych w czgsteczce hCC. Cytozol komérkowy
jako srodowisko redukujgce, wyklucza zajscie tego procesu, co wigze sie z brakiem
aktywnosci biologicznej cystatyny C. Drugg funkcjg natomiast jest tatwos$¢ uwolnienia
biatka z komorki takimi sposobami jak zimny szok osmotyczny czy sonikacja. Jako
pierwszy zastosowatam zimny szok osmotyczny [199]. Metoda ta polega na
kilkukrotnym zamrazaniu i rozmrazaniu komadrek bakteryjnych w buforze zawierajgcym
30 mM Tris o pH 8,0 i 10 % glicerol, co prowadzi do wstepnego uszkadzania $cian
komodrkowych. Nastepnie inicjuje sie obkurczenie btony komédrkowej poprzez
zawieszenie bakterii w roztworze 20 % sacharozy, 30 mM Tris o pH 7,5 oraz 1 mM EDTA,
ktdrego zadaniem jest wigzanie jondw metali obecnych w komédrkach. Ostatnim etapem
jest zawieszenie bakterii w zimnej wodzie, co prowadzi do tzw. szoku osmotycznego czyli
pecznienia komoérek i ostatecznego pekania scian komorkowych. Metoda ta okazata sie
jednak mato wydajna. W kazdej z otrzymanych w tym procesie frakcji (bufor Tris,
sacharoza i woda) znajdowaty sie poréwnywalne ilosci cystatyny C. Zimny szok
osmotyczny finalnie prowadzit do otrzymania produktu w ilo$ci okoto 3-4 mg na 1 litr

hodowli bakteryjnej.
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Drugg testowang i wykorzystang przeze mnie, dla zdecydowanej wiekszosci
nadprodukcji, metodg izolacji biatek byta sonikacja. Zastosowanie ultradzwiekéw
powoduje powstanie efektu kawitacji czyli tworzenia pecherzykéw gazu w cieczy
uszkadzajacych zewnetrzne struktury komérkowe. Sciana i btona komdérkowa ulegaja
fragmentacji uwalniajgc catg zawartos¢ komérki do roztworu. Proces sonikacji
kontrolowatam za pomoca elektroforezy SDS-PAGE prébek pobranych zaréwno z frakcji

ptynnej jak i z osadu. Przyktadowy elektroforegram przedstawitam na Rycinie 38.

cystatyna C

A — 3x osad bakteryjny po sonikacji
B — 3x supernatant po sonikacji
X — probka kontrolna zawierajgca cystatyne C
M — marker masowy

Rycina 38 Elektroforegram probek supernatantu i osadu powstatych
w procesie sonikacji komdrek bakteryjnych.

Cystatyna C dobrze rozpuszcza sie w wodzie oraz szerokiej gamie buforéw,
dlatego podczas sonikacji wiekszos¢ biatka przechodzi do frakcji ptynnej
z niewielky stratg pozostajacg w osadzie. Metoda ta charakteryzowata sie znaczaco
wyzszg wydajnoscia od zimnego szoku osmotycznego. Prowadzita do otrzymania
produktu w ilosciach od 7 do 14 mg na 1 litr hodowli bakteryjnej, w zaleznosci od
nadprodukowanej muteiny.

Wyizolowane biatka oczyszczatam za pomocg dwoéch metod chromato-
graficznych. W pierwszej kolejnosci stosowatam chromatografie typu [IEX
(jonowymienng), ktéra pozwalata na skuteczne oddzielenie cystatyny C od reszty

zawartosci supernatantu otrzymanego po sonikacji. Oczyszczania prowadzitam
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w buforze Tris o pH 7,5 z uzyciem kolumn wypetnionych kationitem. Czystosc
otrzymanych frakcji sprawdzatam za pomocy elektroforezy SDS-PAGE, ktérej

przyktadowy wynik (oczyszczanie biatka H86A) przedstawitam na Rycinie 39.

cM1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

cystatyna C

1-11 - kolejne frakcje z oczyszczania zawierajgce hCC H86A
C —roztwdr przed oczyszczaniem
M — marker masowy

Rycina 39 Elektroforegram frakcji otrzymanych w wyniku oczyszczania
hCC H86A metodq chromatografii jonowymiennej.

Frakcje zawierajgce pozadane biatko (w przypadku powyzszego oczyszczania byta
to kazda z analizowanych elektroforetycznie frakcji) tgczytam i dializowatam wedtug
procedury opisanej w punkcie IV.3.3. Jak wynika z elektroforegramu, prébki nadal
zawieraty szereg zanieczyszczen. Dializa umozliwiata mi przygotowanie biatka do
kolejnego oczyszczania poprzez jego odsolenie i wymiane buforu. Po zakonczeniu
procesu biatka liofilizowatam i przechowywatam w temperaturze -20 °C .

Drugie oczyszczanie prowadzitam z wykorzystaniem metody chromatografii
saczenia molekularnego. Zliofilizowane biatka rozpuszczatam w buforze elucyjnym
zawierajgcym wodoroweglan amonu i naktadatam na kolumne. Proces prowadzitam
z wykorzystaniem elucji izokratycznej. Zastosowanie kolumny SEC pozwalato mi na
rozdzielanie obecnych w liofilizacie form monomerycznej i dimerycznej hCC, co

przedstawione zostato na Rycinie 40.
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monomer

dimer

zanieczyszczenia

200 280 200 380 00 450 500

Czas retencji [min]

Rycina 40 Chromatogram z oczyszczania biatka hCC H86A metodq
chromatografii SEC.

Analiza otrzymanych frakcji wymagata zastosowania metody nie wymuszajace;j
denaturacji biatek. Pierwotnie korzystatam z chromatografii sgczenia molekularnego
stosujac analityczng kolumne SEC, jednak sprawdzenie nawet niewielkiej ilosci frakcji
wymagato bardzo duzej ilosci czasu, co mogto przyczynic¢ sie do oligomeryzacji i/lub
strgcania biatek w roztworach otrzymanych po oczyszczaniu. Z tego wzgledu
postanowitam zastosowal elektroforeze natywng w zelu agarozowym, ktora
umozliwiata szybkie i doktadne sprawdzenie frakcji. Ponizej, na Rycinie 41,

przedstawitam elektroforegram otrzymany po oczyszczaniu biatek hCC WT oraz H86A.

WT H86A

il f T

dimer hCC monomer hCC

Rycina 41 Elektroforegram wybranych frakcji (1-9) otrzymanych w wyniku oczyszczania
hCC WT i H86A metodq chromatografii sgczenia molekularnego.

Frakcje zawierajgce monomer i te zawierajgce dimer pofgczytam osobno

i zliofilizowatam otrzymujgc ostateczne produkty. Wprowadzone do sekwencji
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cystatyny C mutacje punktowe miaty dos¢ istotny wptyw na wydajnos¢ prowadzonych
ekspresji. Srednia ilo$¢ otrzymanego monomeru biatka na 1 | hodowli bakteryjnej,
obliczona jako srednia z trzech nadprodukcji, rozktadata sie nastepujaco:

o hCCWT-6,8 mg/l

o hCCH86A-9,3 mg/l

o hCCH90A - 8,3 mg/l

o hCCH86_90A — 14 mg/l
Poza wydajnoscig proces nadprodukcji nie réznit sie w sposéb istotny dla poszczegdlnych
biatek. Jedynie mutant H90A charakteryzowat sie znaczgco wiekszg od pozostatych
zawartoscig formy dimerycznej i nieco gorszg rozpuszczalnoscia, co nie wptyneto jednak

na obnizenie otrzymywanej ilosci monomeru.

3. Charakterystyka nadprodukowanych biatek
3.1 Analiza chromatograficzna

W celu kontroli czystosci nadprodukowanych biatek, liofilizaty rozpuszczatam
w buforze PBS z dodatkiem chlorowodorku benzamidyny (Bza) jako odno$nika
i analizowatam za pomocg chromatografii sgczenia molekularnego wedtug procedury
opisanej w punkcie IV.4.1. Na podstawie chromatogramow okreslatam nie tylko czystos¢
prébki, ale takze zawartos¢ formy monomerycznej i dimerycznej cystatyny C, ktdra
wskazywata na jakos¢ przeprowadzonego drugiego oczyszczania. Na Rycinie 42,
przedstawitam chromatogramy z analizy poszczegdlnych nadprodukowanych przeze
mnie biatek. Czas retencji monomerycznej formy cystatyny C wynosit okoto 16 minut.
Pik odpowiadajacy tej wartosci widoczny jest na kazdym z zaprezentowanych chromato-
gramow. W prébkach mutantéw widoczne sg réwniez sladowe ilosci formy dimerycznej
(pik z czasem retencji okoto 13 min oznaczony na chromatogramie H90A), ktére jednak
nie majg wptywu na wyniki dalszych eksperymentéw. W 28 minucie wystepuje pik
pochodzacy od odnosnika wewnetrznego (Bza), ktory miat na celu sygnalizowanie
poprawnos$ci wykonywanej analizy. Nawet niewielkie przesuniecie pikdw mogtoby
bowiem skutkowaé niepoprawng interpretacjg danych i pomyleniem formy dimeryczne;j
z monomeryczng. Zastosowanie dodatku Bza o znanym czasie retencji zapobiegato temu

problemowi. Zwigzek ten zostat dobrany tak, aby eluowat z kolumny w charaktery-
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stycznym dla objetosci kolumny czasie, ktdry jest wartoscia statg dla danych warunkéw

chromatograficznych.

monomer WT Bza H86A
30 36
25+ 7
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S 20 ©
2 2
© © 204
el el
£ 8
S S 154
> >
2 104 2
] L 104
= =
54 5] L
0 ol
T T T T T T 1 T T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30 35 0 5 10 15 20 25 30 35
Czas retencji [min] Czas retencji [min]
dimer H90A monomer H86_90A
70 - 40 -
60 354

30
50

25
404
20
30

20

Intensywnos$é absorpcji
Intensywnos$é absorpcji

T T T T T T 1 T T T T T T 1

Czas retencji [min] Czas retencji [min]

Rycina 42 Chromatogramy z analizy SEC hCC typu dzikiego i jej mutantow.

Wszystkie otrzymane przeze mnie biatka, wedtug przeprowadzonych analiz
chromatograficznych, charakteryzowaty sie wysokg czystoscig i nadawaty sie do dalszych

eksperymentdw bez koniecznosci dodatkowego oczyszczania.

3.2 Analiza widm masowych

Potwierdzenie otrzymania biatek z wprowadzong mutacjg uzyskatam za pomocg
spektrometrii mas. Ludzka cystatyna C w postaci natywne] sktada sie ze 120 reszt
aminokwasowych i, dla wariantu dzikiego, posiada mase rowng 13 343 Da. Widma mas
zarejestrowane zostaly za pomoca aparatu LC-MS ESI-TOF. Srednie masy molowe

mutantéw wyliczytam za pomocg programu Expasy (dostepnego na stronie
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www.expasy.org). W obliczeniach uwzglednitam obecnos¢ dwdch mostkow

disulfidowych, ktérych wyzej wymieniony program nie bierze pod uwage. Zatem
wtasciwe masy molowe wyznaczatam poprzez pomniejszenie mas wyliczonych przez

Expasy o 4 Da. W ten sposdb otrzymatam nastepujace wartosci:

o masa molowa hCC H86A — 13 277 Da,
o masa molowa hCC H90A — 13 277 Da,
o masa molowa hCC H86_90A — 13 211 Da.

Zarejestrowane widma masowe pokazane na Rycinach 43-46 dla odpowiednio
hCC WT, H86A, HO90A oraz H86 90A przedstawiajg gaussowski rozktad jonow
wielokrotnie natadowanych oraz wartosci mas po przeprowadzeniu dekonwolucji.
Zgodnie z oczekiwaniami probki charakteryzowaty sie wysoky czystoscig, a kazdy
z mutantéw wystepowat w formie monomerycznej i charakteryzowat sie masg zgodng

z zaktadang mutacja.
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Rycina 43 Widma masowe ESI-MS przed i po dekonwolucji
dla monomeru cystatyny C typu dzikiego.

Masy czgsteczek analizowanych metodg ESI-MS mogg rézni¢ sie od mas
oczekiwanych o 1-2 Da. Nie wynika to z otrzymania niewtasciwego lub uszkodzonego

produktu, a jedynie z niedoktadnie skalibrowanego sprzetu pomiarowego. Tak
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niewielkie réznice w wartosciach znajdujg sie w granicy btedu, dlatego mase

13 341(2) Da dla cystatyny C typu dzikiego nalezy uznac za poprawna.
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Rycina 44 Widma masowe ESI-MS przed i po dekonwolucji
dla mutanta hCC H86A.
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Rycina 45 Widma masowe ESI-MS przed i po dekonwolucji
dla mutanta hCC H90A.
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Rycina 46 Widma masowe ESI-MS przed i po dekonwolucji
dla mutanta hCC H86_90A.

3.3 Analiza widm dichroizmu kotowego

Wptyw wprowadzonej

oraz stabilnosé

mutacji

termiczng biatka

na

(okreslang

strukture drugo-

Za

pomoca

i trzeciorzedowa

temperatury jego

denaturacji) badatam za pomoca dichroizmu kotowego. Analizy wykonane zostaty w

zakresie 190-250 i 240-350 nm

w warunkach izotermicznych

w temperaturze 22 °C oraz przy
dtugosciach fal 218 i 222 nm

w  gradiencie temperatury

20-95 °C. Na Rycinie 47,

przedstawitam poréwnanie

widm CD dla  wszystkich

analizowanych biatek w zakre-

sie dtugosci fali 190-250 nm.
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Rycina 47 Widma CD w zakresie 190-250 nm
dla cystatyny C typu dzikiego i jejf mutantow.
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Wszystkie cztery natozone na siebie widma CD charakteryzujg sie bardzo
zblizonym ksztattem, co wskazuje na znaczne podobienstwo strukturalne. Ksztatt widm
jest charakterystyczny dla struktury B-kartki, ktérej minimum powinno wystepowac
w okolicy 218 nm. Minima eliptycznosci dla poszczegdlnych biatek rozktadajg sie

nastepujaco:

o hCCWT-210 nm,

o hCCH86A—-209 nm,

o hCCH90A -206 nm,

o hCCH86_90A —208 nm.

Obnizenie wartosci dtugosci fali wynika z wiekszego nieuporzadkowania
struktury niz w przypadku samej B-kartki. Roznice w wartosciach miniméw sg na tyle
niewielkie, ze moga wynika¢ zaréwno z drobnych réznic strukturalnych miedzy
poszczegdlnymi biatkami jak i z btedédw pomiarowych. Krzywe charakteryzujg sie
zblizonym ksztattem, szerokoscig i intensywnoscig, co pozwala na stwierdzenie,
ze wszystkie cztery biatka posiadajg niemal identyczng strukture drugorzedowa. Ponizej,

na Rycinie 48, natozone zostaty widma CD w zakresie dtugosci fali 250-350 nm.

40
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Rycina 48 Widma CD w zakresie 250-350 nm dla cystatyny C
typu dzikiego i jej mutantow.

Wszystkie analizowane biatka posiadajg taka samg liczbe aminokwasdw
aromatycznych (tryptofanu, tyrozyny oraz fenyloalaniny) odpowiedzialnych za ksztatt

widma w zakresie 250-350 nm. Sugeruje to, ze w potaczeniu z bardzo zblizong struktura
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drugorzedowsg, przy zachowanej strukturze trzeciorzedowej, wszystkie cztery widma
powinny charakteryzowa¢ sie i charakteryzujg sie zblizonym ksztattem. Wszystkie
posiadajg minimum eliptycznosci przy dtugosci fali 280 nm w pasmie absorpcji
tryptofanu. Zmiany w intensywnosci eliptycznosci molowej wynikajg raczej z btedéw
stezeniowych i pomiarowych niz z réznic strukturalnych. Wskazujg na to zblizone
ksztatty, szerokosci i warto$ci miniméw pasm widocznych na widmach.

Oprécz analizy struktur wariantow cystatyny C, poréwnatam rdéwniez ich
stabilno$¢ poprzez zbadanie procesu termicznej denaturacji. Do tego celu
wykorzystatam dwie dfugosci fali 218 i 222 nm oraz gradient temperatury 20-95 °C.
Dtugos¢ fali 218 nm pozwala obserwowac zmiany zachodzace w strukturze B-kartki,
a 222 nm w strukturze a-helisy. Otrzymane widma przestawitam na Rycinie 49. Dla

utatwienia interpretacji uzyskane dane zostaty znormalizowane.
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Rycina 49 Widma temperaturowe CD dla dwdch dtugosci fali: 218 nm (z lewej)
i 222 nm (z prawej), dla cystatyny C typu dzikiego i jej mutantow.

Intensywny wzrost wartosci eliptycznosci dla kazdego z biatek przy obu
dtugosciach fali rozpoczyna sie w temperaturze okoto 60-65°C. Co ciekawe, w tej
temperaturze czgsteczki cystatyny C zaczynajg tworzy¢ forme dimeryczng [147]. Caty
proces rozpoczyna sie od zerwania powierzchni styku dwéch fragmentéw B-pasm (nici
B2 i B3) oraz odsuniecia a-helisy. Wzrost intensywnosci eliptycznosci molowej po
przekroczeniu temperatury dimeryzacji odpowiada za zmiany zachodzgce w skutek
termicznej denaturacji. Zarejestrowane widma CD oraz widoczne na nich rdznice

pomiedzy poszczegdlnymi wariantami w catym zakresie temperatur sugeruja, ze procesy
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rozfatdowywania badanych biatek mogg przebiegaé w nieco odrebny sposdb, ale nie
pozwalajg na ustalenie ich mechanizméw. W celu znalezienia doktadnej temperatury
denaturacji obliczytam pierwszg pochodng z eliptycznosci molowe] uzyskujac wykresy

przedstawione na Rycinie 50. Ze wzgledu na bardzo duze zaszumienie wykresy zostaty

wygtadzone.
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Rycina 50 Wykresy zaleznosci | pochodnej z © od temperatury dla dwdch dtugosci fali:
218222 nm, dla cystatyny C typu dzikiego i jejf mutantéw.

Temperatura denaturacji struktur B-kartkowych badanych biatek znajduje sie
w okolicy 79-80 °C, natomiast struktur a-helikalnych w zakresie 76-77 °C dla biatek hCC
WT, H86A i H86_90A oraz 74 °C dla biatka H90A.

Badania wykonane metodga dichroizmu kotowego udowodnity, ze wprowadzone
mutacje nie wptynety znaczaco na strukture nadprodukowanych biatek w stosunku do
cystatyny C typu dzikiego. Wszystkie biatka charakteryzujg sie niemal identyczng
strukturg Il i lll-rzedowg oraz temperaturg denaturacji. Jedyng rozbieznoscig jest nieco
nizsza stabilnos¢ temperaturowa biatka hCC H90A, co potwierdza zjawisko jego
podwyzszonej (w stosunku do innych badanych biatek) tendencji do dimeryzaciji.
Badania nad wariantem chorobotwdérczym L68Q cystatyny C, pozwolity wysnu¢ wniosek,
ze im mniejsza stabilno$¢ strukturalna, czyli takze termiczna, tym wieksza zdolno$é do

dimeryzacji i/lub oligomeryzacji mutanta hCC [147].

102



Prezentacja i omdwienie wynikdéw

3.4 Dimeryzacja

W warunkach zblizonych do fizjologicznych (bufor PBS o pH 7,4, temperatura
37 °C) cystatyna C dimeryzuje w znikomym stopniu. Proces ten mozna wymusi¢ na kilka
sposobdéw. Jednym z nich jest wspomniane wczes$niej podwyzszenie temperatury do
okoto 65 °C, a drugim zastosowanie czynnika denaturujgcego [200], ktérym moze by¢
chlorowodorek guanidyny (Gdn) zastosowany w niniejszym badaniu. Gdn nalezy do
grona substancji chaotropowych. Zaburza tworzenie wigzan wodorowych, co prowadzi
do ostabienia sity oddziatywania biatka z czasteczkami wody i destabilizacji jego
struktury. Analizowane biatka inkubowatam przez 5 dni z dodatkiem 0.5 M i 1 M
chlorowodorku guanidyny. Postep dimeryzacji kontrolowatam za pomocg
chromatografii sgczenia molekularnego, a rezultaty przedstawitam na Rycinie 51.
Procentowg zawarto$é¢ formy dimerycznej okreslitam na podstawie pdél powierzchni

pikdéw otrzymanych w wyniku rozdziatu chromatograficznego.

Postep dimeryzacji w 0,5M Gdn Postep dimeryzacji w 1M Gdn

X 100 < 100

> 80 > 80
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5 40 J J J 3 40
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Rycina 51 Wykresy przedstawiajgce postep dimeryzacji cystatyny C typu dzikiego i jej
mutantéw w 0,5 M i 1 M chlorowodorku guanidyny monitorowany za pomocq
chromatografii sqczenia molekularnego.

Najnizszy przyrost ilosci dimeru zaobserwowatam dla biatka H86A w 0,5 M Gdn,
jednak sama tendencja do jego przyrostu w czasie pozostata taka sama jak w przypadku
biatka typu dzikiego. 1 M stezenie Gdn stanowi juz dos¢ silny czynnik destabilizujgcy
strukture, dlatego biatka dimeryzowaty tuz po jego dodaniu. Przyrost formy dimerycznej
zatrzymat sie w okolicach 80 % zawartosci dimeru w przypadku kazdego z biatek.
Sugeruje to, ze przy tym stosunku monomer/dimer ustala sie stan réwnowagi
utrudniajgcy lub nawet uniemozliwiajgcy catkowitg dimeryzacje. Na podstawie

otrzymanych wynikow stwierdzi¢ mozna, iz nadprodukowane mutanty w fagodnych
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warunkach denaturujacych (0,5 M Gdn) majg zblizong do cystatyny C typu dzikiego
tendencje do dimeryzacji, zwtaszcza mutant H86_90A. Biatko H90A dimeryzuje nieco
tatwiej, a H86A nieco stabiej w stosunku do hCC WT. Przy zastosowaniu silniejszych
warunkach destabilizujgcych strukture (1 M Gdn) rdinice w szybkosci i stopniu

dimeryzacji pomiedzy poszczegdlnymi biatkami nie wystgpity.

3.5 Analiza aktywnosci biologicznej

W celu sprawdzenie czy i w jaki sposdb wprowadzone do sekwencji cystatyny C
mutacje wptynety na jej aktywnos¢ biologiczng przeprowadzitam badanie aktywnosci
nadprodukowanych biatek wzgledem papainy. Eksperyment przeprowadzitam
z wykorzystaniem inhibitora E-64 jako odnosnika (Rycina 52) wedtug procedury opisane;j
w punkcie IV.4.5. Wyniki zaprezentowatam na Rycinie 53. W kazdym przypadku probke
nr 1 stanowita mieszanina reakcyjna bez dodatku papainy, natomiast prébki

2-12 zawieraty coraz wyzsze stezenia inhibitora w postaci E-64 lub wybranego biatka.

o o10203040506 07 08 0,9
Stezenie inhibitora E-64 [uM]

=

% Aktywnosci papainy
o o o o
o N b O

Rycina 52 Wykresy przedstawiajgce postep inhibicji papainy w zaleznosci
od stezenia inhibitora E-64; K - proba kontrolna.
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Rycina 53 Wykresy przedstawiajqce postep inhibicji papainy w zaleZznosci
od stezenia poszczegdlnych wariantdéw cystatyny C; K - proba kontrolna
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Papaina katalizuje reakcje hydrolizy obecnej w mieszaninie reakcyjnej BAPA,
w wyniku ktdrej wydzielona zostaje p-nitroanilina o zéttym zabarwieniu i absorpcji
promieniowania z maksimum przy dtugosci fali ok. 405 nm. Wraz ze wzrostem ilosci
inhibitora enzymu obniza sie zatem wydajnos¢ reakcji i absorbancja maleje. Wartosci
absorbancji dla poszczegdlnych biatek sg bardzo zblizone, co swiadczy o niemal takiej
samej aktywnosci inhibicyjnej. Wykres dla inhibitora E-64, dla ktérego reakcje
prowadzone bylty rownoczesnie z reakcjami dla badanych biatek, potwierdza poprawne
przeprowadzenie eksperymentu.

Na podstawie przedstawionych w tym rozdziale wynikdw mozna stwierdzié,
ze mutacje wprowadzone do sekwencji cystatyny C nie wptynety znaczgco ani na zmiane
struktury ani wtasciwosci nadprodukowanych mutantéw. Wszystkie trzy biatka: H86A,
H90A oraz H86_ 90A, charakteryzujg sie zblizong do hCC typu dzikiego temperatura
denaturacji (H90A nieco nizszg), podobnie reagujg na czynniki stymulujace dimeryzacje

oraz wykazujg aktywnos¢ inhibicyjng wobec papainy na takim samym poziomie.

4. Badanie oddziatywania biatko-metal
4.1 Inkubacja biatek z jonami Cu?* i Zn?*

W buforze octanowym o pH 6,95 i w temperaturze 37 °C przez 6 dni
inkubowatam cztery warianty cystatyny C z dodatkiem jonéw Zn?* oraz Cu?*, wedtug
procedury przedstawionej w punkcie 1V.5.1. Eksperyment ten miatf na celu sprawdzenie
czy obecnos¢ ww. jondw indukuje zmiany w strukturze biatek prowadzace do
dimeryzacji i/lub dalszej oligomeryzacji. Mieszaniny analizowatam za pomocg
chromatografii saczenia molekularnego. Réwnolegle do kazdego z eksperymentéw
inkubowatam prébki kontrolne w postaci biatek bez dodatku jonéw metali. Prébki te po
szesciu dniach nadal pozostawaty w formie monomerycznej w niezmienionym stezeniu,
co zobrazowatam na Rycinie 54. Warunki zastosowane do inkubacji nie wptynety zatem

na wiasciwosci cystatyny C typu dzikiego, ani zadnego z badanych mutantéw.
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Rycina 54 Chromatogramy z analizy probek kontrolnych zaraz po rozpuszczeniu

biatek w buforze i po 6 dniach inkubacji.

pik przy 16 min — analizowane biatko; pik przy 28 min — chlorowodorek benzamidyny

A. Inkubacja z Zn?*

Na Rycinie 55, przedstawitam wyniki analiz dla probek roztwordow biatek

z dodatkiem jonoéw cynku (ll) w stosunku molowym 1:1. Na chromatogramach nie

zaobserwowatam zadnych istotnych zmian dotyczacych stezenia inkubowanych biatek

w czasie. Kazde z nich do korica eksperymentu pozostato w formie monomerycznej. Ze

wzgledu na sktonnosci cystatyny C do dimeryzacji, brak zmian sugeruje brak silniejszego

oddziatywania biatko-Zn?* (brak miejsca wigzgcego w biatku) i/lub brak wptywu tych

jonéw na dimeryzacje i oligomeryzacje hCC. Na tym etapie zadecydowatam wiec

o zaprzestaniu dalszych badan z udziatem jonéw cynku (Il).
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Rycina 55 Chromatogramy z analizy roztworow pochodzgcych
20, 1, 3 6 dnia inkubacji wariantéw cystatyny C z dodatkiem jonéw Zn2.
pik przy 16 min — analizowane biatko, pik przy 28 min — chlorowodorek benzamidyny

B. Inkubacja z Cu?*

Na Rycinie 56 przedstawitam wyniki analiz chromatograficznych w postaci
wykresow zaleznosci procentowej zawartosci form mono- i dimerycznej od czasu
inkubacji probek biatek z dodatkiem jondw miedzi (I1). Zawartos$¢ procentowg obliczytam
na podstawie pol powierzchni poszczegdlnych pikdw otrzymanych z analiz
chromatograficznych w stosunku do powierzchni piku otrzymanego w dniu 0
uwzglednionego jako 100 %. Dodatek Cu?*, w przeciwieristwie do jondw cynku, istotnie
wptynat na dyspersyjno$é¢ préobek cystatyny C. Zmiany zachodzgce w roztworze
najbardziej widoczne byty dla hCC typu dzikiego oraz wariantu H90A. Juz po pierwszym
dniu inkubacji w kazdej z badanych probek zaobserwowatam przyrost formy
dimerycznej, ktérej zawartos¢ w mieszaninie zwiekszata sie wraz z uptywem czasu.

W przypadku biatka typu dzikiego oraz wariantu H90A zjawisku temu towarzyszyto
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pojawienie sie w inkubowanych roztworach biatego osadu sugerujgcego strgcanie
nierozpuszczalnych agregatéw powstatych na skutek oddziatywania biatko-metal.
Oznacza to, ze proces faczenia czgsteczek nie zakonczyt sie jedynie na dimeryzacji,

a przebiegt dalej w kierunku tworzenia wiekszych struktur oligomerycznych.
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Rycina 56 Wykresy zaleznosci zawartosci form mono- i dimerycznych
od dnia inkubacji poszczegdlnych wariantow cystatyny C z jonami miedzi (11).

hCC WT po 6 dniach inkubacji zawierat ponad 4 razy mniej monomeru niz
w dniu 0 i wykazywat stopniowy, aczkolwiek powolny, przyrost formy dimerycznej
w czasie. Analize chromatograficzng prébki cystatyny C typu dzikiego wykonatam takze
w siddmym dniu inkubacji. Nie zarejestrowatam wtedy zadnego piku poza pikiem
pochodzgcym od odnosnika, co wskazuje na catkowitg oligomeryzacje biatka. Podobnie

do hCC WT zachowat sie wariant H90A z tg réznica, ze charakteryzowat sie najwyzszym
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stopniem dimeryzacji w ostatnim dniu eksperymentu, w ktérym zawierat przeszto 9 razy
mniej monomeru niz w dniu 0. Tutaj po raz kolejny potwierdzita sie jego podwyzszona
sktonno$é do tworzenia dimeréw. Dla biatko H86A réwniez zarejestrowatam spadek
ilosci monomeru jednak byt on widocznie mniejszy niz w przypadku WT i H90A. Przyrost
formy dimerycznej natomiast nie odbiegat mocno od biatka typu dzikiego. Najmniejsze
zmiany, zgodnie z przewidywaniami, zaobserwowatam dla biatka H86_90A. Wykazato
sie ono bardzo niewielkim spadkiem zawartosci formy monomerycznej w trakcie trwania
eksperymentu. Wynik ten sugeruje niezwykle istotny wptyw reszt histydyn w procesie
oddziatywania biatko-Cu?*. Najistotniejsza wydaje sie by¢ reszta His®, ktdérej usuniecie
znacznie spowolnito proces oligomeryzacji. Eksperyment ten udowodnit, ze cystatyna C
posiada miejsce/a wigzace dla jonédw miedzi (I1), oraz ze Cu?* indukuje proces dimeryzacji

i dalszej agregacji cystatyny C.

4.2 Badanie zmian konformacyjnych metoda dichroizmu kotowego

W kolejnym etapie badan sprawdzitam czy i w jaki sposdb jony miedzi (II)
wptywajg na konformacje cystatyny C. Wykorzystatam do tego metode dichroizmu
kotowego, a procedure eksperymentu opisatam w punkcie 1V.5.2. Pierwszym krokiem
byto dobranie odpowiedniego buforu, ktdry nie oddziatuje z jonami Cu?*. Zabieg ten miat
zapobiec tworzeniu konkurencyjnych dla biatka oddziatywan z miedzig, co mogtoby
zaburzy¢ wyniki eksperymentow. Pierwszy wybdér padt na bufor MES, ktéry
wykorzystatam do miareczkowania roztwordw biatek jonami Cu?*. Zakres uzywalnosci
buforu MES plasuje sie w granicach pH 5,5-6,7, dlatego do przeprowadzenia analiz
wybratam pH o warto$ci 6,5. Do probek zawierajgcych cystatyne C, dodawano jony Cu?*
w ilosci koricowej réwnej 0, 0,5, 1 oraz 5 ekwiwalentédw w stosunku do ilosci biatka.
Nastepnie prébki analizowano w zakresie 190-250 nm oraz 250-350 nm. Na Rycinie 57
oraz Rycinie 58 przedstawitam otrzymane wyniki. Dla utatwienia interpretacji
i poréwnania poszczegdlnych widm wartosci eliptycznosci molowej zostaty
znormalizowane.

W tych eksperymentach nie zaobserwowatam zadnych znaczgcych zmian
w strukturze ll-rzedowej badanych biatek zachodzgcych pod wptywem obecnosci jondéw

miedzi (I1). W przypadku wariantéw H90A oraz H86_90A nastgpito jedynie przesuniecie
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minimum © o niecate 2 nm w kierunku wyzszych dtugosci fali, co moze $wiadczy¢

o niewielkim wzroscie uporzadkowania struktury juz po dodaniu pierwszej porcji jonéw.
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Rycina 57 Widma CD w zakresie 190-250 nm dla cystatyny C typu dzikiego i jej mutantow
rejestrowane w trakcie miareczkowania jonami miedzi (11).

Na widmach CD wykonanych w zakresie 250-350 nm, przedstawionych na

kolejnej stronie, dla biatek WT oraz H90A zaobserwowaé mozna drobne zmiany
zachodzgce pod wptywem dodatku jondw. Obecnos¢ miedzi nieznacznie zaburzyta
strukture lll-rzedowg tych dwéch wariantéw cystatyny C. Efekt ten sugeruje, ze jony
miedzi (Il) prawdopodobnie oddziatujg z badanymi biatkami (wbudowujg sie w miejsce
wigzace) jednak nie powodujg przy tym znaczacych zmian konformacyjnych. Podobny

efekt nie jest widoczny dla hCC H86A i H86_90A, dla ktdrych na zarejestrowanych

widmach nie obserwujemy zadnych znaczgcych zmian.
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Rycina 58 Widma CD w zakresie 250-350 nm dla cystatyny C typu dzikiego i jej mutantow
rejestrowanie w trakcie miareczkowania jonami miedzi (11).

Drugi eksperyment wykorzystujgcy metode dichroizmu kotowego polegat na
przeprowadzeniu standardowych analiz w zakresie 190-250 nm i 250-350 nm oraz
zarejestrowaniu widm temperaturowych dla dtugosci fali 218 i 222 nm. Wykonatam go
dla prébek biatek zawierajgcych jony miedzi (Il) w stosunku molowym 1:1 analizujgc
jednoczesnie prébki kontrolne niezawierajgce ww. jondw. Eksperyment ten poczatkowo
wykonatam w buforze MES jednak nie zarejestrowatam wtedy zadnych istotnych réznic
zachodzacych pod wptywem oddziatywania biatko-metal. W drugiej kolejnosci
postanowitam wykorzysta¢ bufor kakodylanowy, ktérego zakres uzywalnosci lezy
w granicach pH 5,0-7,4, co pozwolito mi na podniesienie pH analizowanych roztworéw

do 6,9. Wedtug literatury zaden z badanych buforéw nie oddziatuje z jonami miedzi (ll)

[201,202], a jednak otrzymane wyniki réznity sie od siebie w stopniu istotnym.
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Zastosowanie buforu kakodylanowego pozwolito mi na zaobserwowanie zmian na
widmach CD miedzy prébkami zawierajagcymi i niezawierajgcymi  Cu?*.
W niniejszej rozprawie przedstawitam zatem wyniki eksperymentéw prowadzonych
w buforze kakodylanowym o pH 6,9. Wszystkie widma rejestrowane byty zaraz po
rozpuszczeniu biatek w buforze z dodatkiem Cu?*. Dtuzsza (kilkugodzinna) inkubacja
mogtaby doprowadzi¢ do efektu opisanego w punkcie V.4.1 czyli dimeryzacji i/lub
oligomeryzacji badanych biatek. Celem tego eksperymentu byto natomiast sprawdzenie
czy oddziatywanie biatko-metal powoduje zmiany konformacyjne, ktére dopiero
w dalszej kolejnosci prowadzg do dimeryzacji.

Analiza w zakresie 190-250 nm przedstawiona na Rycinie 59 nie wykazata
zadnych zmian zachodzacych pod wptywem jonéw Cu?* w strukturze ll-rzedowej

badanych wariantéw hCC.

124 12+
(0] @
o o
[ c
[u] @
2 2
o <]
N N
© ©
E £
o <]
(= (=
N N
0.0 ——H86A z Cu?*
T T T T T | T T T T T |
200 210 220 230 240 250 200 210 220 230 240 250
Dtugos¢ fali [nm] Diugosc fali [nm]
1,2 12 -
1,0 4 1,0
@ ©
o 0,8 ° 0.8
= c
ol @
g =
N 089 § o8
© ©
£ E
S 044 6 044 "
c c ,
N N
0,2 024
weeeess HBB_90A
001 —— H90A z Cu?* 004 ——HB86_90A z Cu?*
T T T T T 1 T T T T T 1
200 210 220 230 240 250 200 210 220 230 240 250
Diugoscé fali [nm] Dtugos¢ fali [nm]

Rycina 59 Widma CD w zakresie 190-250 nm dla cystatyny C typu dzikiego i jej mutantow
z dodatkiem jonow miedzi (11) w stosunku molowym 1:1 w buforze kakodylanowym.
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Analiza w zakresie 250-350 nm przedstawiona na Rycinie 60 potwierdzita
widoczne takze w poprzednim eksperymencie przeprowadzonym w buforze MES
niewielkie zmiany ksztattu widm dla biatek WT i H90A pod wptywem Cu?* oraz brak

zmian dla pozostatych wariantéw.
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Rycina 60 Widma CD w zakresie 250-350 nm dla cystatyny C typu dzikiego i jej mutantow
z dodatkiem jonow miedzi (1) w stosunku molowym 1:1 w buforze kakodylanowym.

Roéznice w wynikach otrzymanych dla dwdch testowanych buforéw pojawity sie
dopiero przy rejestrowaniu widm w gradiencie temperatury. Zmiany w procesie
denaturacji zaobserwowane w buforze MES byty niejednoznaczne
i zdecydowanie mniej widoczne niz te zarejestrowane w buforze kakodylanowym,

dlatego ponizej przedstawitam jedynie te drugie. Wykresy zaleznosci | pochodnejz © od
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temperatury przy dtugosciach fali 218 i 222 nm znajdujg sie odpowiednio na Rycinie 61

i Rycinie 62. Dla utatwienia interpretacji widma zostaty wygtadzone.
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Rycina 61 Wykresy zaleznosci | pochodnej z © od temperatury przy dtugosci fali 218 nm,
dla cystatyny C typu dzikiego i jej mutantdw.

Na widmach rejestrowanych w gradiencie temperatury zaréwno przy dtugosci
fali 218 nm (Rycina 61) jak i 222 nm (Rycina 62), po raz kolejny najwieksze zmiany
obserwujemy dla cystatyny C typu dzikiego oraz mutanta H90A. Dodatek jonéw Cu?* do
roztwordéw tych biatek spowodowat obnizenie stabilnosci ich struktur ll-rzedowych oraz
sprawit, ze zmiany konformacyjne rozpoczety sie w temperaturze duzo nizszej niz
w przypadku biatek nieoddziatujgcych z jonami. Co wiecej, na otrzymanych widmach
zaobserwowa¢ mozna, ze denaturacja zardwno struktur B-kartkowych jak

i a-helikalnych w obecnosci miedzi zachodzi dwuetapowo, przy czym etap pierwszy

114



Prezentacja i omdwienie wynikdéw

rozpoczyna sie juz w temperaturze okoto 50 °C. Wynik ten sugeruje, ze oddziatywanie
z Cu?* obniza stabilno$¢ czagsteczki cystatyny C, co byloby zgodne z efektem
oligomeryzacji indukowanej jonami miedzi (ll). Pierwszy etap denaturacji
prawdopodobnie rozpoczyna sie od dimeryzacji hCC, ktéra wedtug przedstawionych

wykresdw rozpoczyna sie w temperaturze duzo nizszej niz literaturowe 60-65 °C [147].
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Rycina 62 Wykresy zaleznosci | pochodnej z © od temperatury przy dtugosci fali 222 nm,
dla cystatyny C typu dzikiego i jej mutantéw.

Na widmach zarejestrowanych dla biatek H86A oraz H86_90A nie obserwujemy
tak istotnego obnizenia temperatury denaturacji. Wykresy przedstawiajgce analizy
prébek z dodatkiem miedzi i bez, w znacznej mierze pokrywajac sie ze sobg. Dla biatka
H86 90A zaobserwowaé mozna jedynie, ze zmiany konformacyjne struktur

B-kartkowych w obecnosci jondw Cu?* rozpoczety sie w temperaturze o prawie 10 °C
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nizszej niz w probce kontrolnej (Rycina 61 - skok krzywej rozpoczyna sie w temperaturze

okoto 52 °C; w probce kontrolnej to okoto 62 °C).

4.3 Analiza EPR kompleksu hCC-Cu?*

Bufor MES, mimo ze okazat sie mniej uzyteczny w analizach CD w gradiencie
temperatury, to jest mniej szkodliwy od buforu kakodylanowego, ktéry stanowi
substancje silnie toksyczng i niebezpieczng dla $Srodowiska. Z tego wzgledu do kolejnych
doswiadczen wykorzystatam pierwszy z wymienianych odczynnikéw. Badania EPR
wykonane zostaty w celu potwierdzenia oddziatywania jonéw Cu?* z analizowanymi
resztami histydyny. Badania te dostarczyty szeregu nowych informacji o miejscach

koordynacji jonéw w biatku, a otrzymane wyniki przedstawitam na Rycinie 63.
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Rycina 63 Znormalizowane widma EPR wykonane dla cystatyny C typu dzikiego
i jej wariantow w 50 mM MES o pH 6,0 wraz z widmem kontrolnym.

Widmo cystatyny C typu dzikiego wykazuje dwa gtéwne typu kompleksow —
rodzaj | i Il. Usuniecie His® nie wptyneto na rodzaj |, ale spowodowato utrate kompleksu
ll-go rodzaju i pojawienie sie nowego, lll. Wprowadzenie natomiast mutacji w pozycje
His®® wyeliminowato rodzaj | i Il na korzys$¢ rodzaju lll. Dodatkowo w widmie mutanta

H90A pojawia sie IV rodzaj kompleksu o wygladzie charakterystycznym dla jonu
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[Cu(H20)6]?*, ktdérego obecnosé $wiadczy o obnizeniu poziomu oddziatywania biatko-
metal. Widmo biatka H86_90A jest identyczne z widmem wariantu H90A. Wynik analizy
EPR moze zatem zasugerowad, ze reszta His*° bierze udziat w dwdch gtéwnych typach
komplekséw — 1 ll, a jej usuniecie skutkuje obnizeniem powinowactwa biatka do jonow
Cu?*. Reszta His® natomiast bierze udziat w koordynaciji typu Il razem z His*°. Rodzaj IlI
charakteryzuje sie bardzo niskim powinowactwem i zachodzi bez udziatu analizowanych
reszt histydynowych. Wyniki te rzucity zatem nowe $wiatto na badania oddziatywania
hCC-Cu?* i silnie zasugerowaty, ze to reszta His*, a nie jak sie wczesniej wydawato His®®,

gtéwnie odpowiada za koordynacje jonéw Cu?*.

4.4 Analiza NMR kompleksu hCC-Cu?*

Kolejng metodg pozwalajgcg na wykrycie miejsc wigzania jonéw Cu?* w biatku
jest magnetyczny rezonans jadrowy. Miedz jest paramagnetykiem i ze wzgledu na
obecnosé niesparowanych elektronéw silnie oddziatuje z otaczajgcymi jg jadrami
atomowymi. Niesparowane elektrony mogg wptywaé zaréwno na czasy relaksacji
pobliskich protondw jak i na ich przesuniecia chemiczne, co pozwala na odszukanie
miejsc oddziatywania jondw z biatkiem [203]. Do badan NMR wykorzystany zostat
wariant hCC V57G znakowany ™°N, ktéry nadprodukowatam i oczy$citam wedtug
procedur opisanych w punktach IV.2 i IV.3. Cystatyna C typu dzikiego dimeryzuje
podczas rejestracji widm NMR, dlatego do badan zastosowano wariant stabilizowany
przeciwko dimeryzacji [146].

Otrzymane wyniki wskazujg, ze widma 2D 'H->N HSQC uzyskane dla biatka
analizowanego bez miedzi i dla biatka zwigzanego z jonami Cu?* s3 bardzo zblizone do
danych  zarejestrowanych  podczas wczesniejszych  eksperymentéow  NMR
przeprowadzonych na wariancie V57G [146]. Sugeruje to, ze nasycenie jonami miedzi
prowadzi tylko do niewielkich zmian w strukturze analizowanego biatka, co jest zgodne
z moimi wczesniejszymi wynikami pochodzgcymi z analiz CD (punkt V.4.2).

Paramagnetyczny charakter jonu Cu?* skutkuje poszerzeniem linii
rezonansowych obserwowanych dla grup amidowych znajdujgcych sie najblizej miejsca
wigzania metalu. Najwieksze zmiany zaobserwowano we fragmencie Glu®” — Phe®®,
w ktérym znajdujg sie obie analizowane reszty histydyny. Dalsza analiza danych

doswiadczalnych ujawnita jednak takze inne sygnaty, ktére wykazujg zwiekszong
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szerokos¢ linii, co moze sugerowaé wystepowanie szeregu niespecyficznych
oddziatywan biatko-metal. Mozliwe miejsca wigzania Cu?* z gtdwnym wskazaniem na

fragment Glu®” — Phe® przedstawione zostaty na Rycinie 64.

Rycina 64 Struktura NMR wariantu V57G cystatyny C z zaznaczonymi grupami amidowymi
(niebieskie kulki) charakteryzujgcymi sie wzrostem szerokosci linii rezonansowych pod
wptywem dziatania jonéw Cu(ll) oraz z zaznaczonym jonem miedzi (ll) (czerwona kulka)
oddziatujgcym z dwoma resztami histydyny w petli AS.

5. Badanie wptywu jonéw Cu?* na fibrylizacje cystatyny C

W organizmie cztowieka w stanie chorobowym oligomeryzacja mutanta L68Q
zachodzi szybko i samorzutnie, gdyz wariant ten jest wysoce niestabilny i tatwo agreguje.
Otrzymanie i badanie go w warunkach laboratoryjnych z uwagi na jego wtasciwosci jest
dos¢ trudne, poniewaz rozpuszczony w roztworze o pH okofto 7 i nizszym szybko
dimeryzuje [204]. Z tego wzgledu eksperymenty dotyczace fibrylizacji hCC postanowitam
wykona¢ gtéwnie na biatku typu dzikiego (charakteryzujgcego sie wyzszg stabilnoscig)
oraz dodatkowo, na nadprodukowanych przeze mnie mutantach. Agregacja hCC WT nie
zachodzi jednak samoistnie, a musi zosta¢ wymuszona odpowiednimi parametrami
srodowiska. W literaturze znalez¢ mozna ustalone juz warunki fibrylizacji cystatyny C

typu dzikiego [155]. Zaktadajg one zastosowanie podczas inkubacji prébek wysokiego
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stezenia biatka (3 mg/ml), niskiego pH (4,0), buforu octanowego oraz podwyiszonej
temperatury (48 °C) i to wtasnie od takich warunkéw postanowitam rozpoczac kolejng
serie eksperymentow, w ktdrych w dalszej kolejnosci modyfikowatam poszczegdlne
parametry (bufor, stezenie biatka, moc wytrzgsania oraz pH). Jedynga statg stosowang
w kazdym eksperymencie byta ilos¢ jondw miedzi (ll), ktérg kazdorazowo dodawatam
zgodnie z proporcjg 1:1 (molowo) w stosunku do ilosci biatka. Rdwnolegle do kazdego
eksperymentu inkubowatam prébki kontrolne niezawierajgce jonéw metalu. W trakcie
trwania inkubacji, co kilka dni, pobieratam prébki roztwordw i analizowatam je za
pomocg metod spektrofluorymetrycznych sprawdzajgc zmiany konformacyjne przy
uzyciu barwnika ANS oraz obecnos¢ fibryli za pomocg tioflawiny T. Dodatkowo wybrane

probki poddawatam analizie chromatograficznej oraz analizie TEM.

5.1 Fibrylizacja w pH 4,0
Eksperyment |

Warunki fibrylizacji cystatyny C wykorzystane podczas Eksperymentu |
przedstawitam w Tabeli 17 i byty one zgodne z warunkami literaturowymi [155]. Do
badania wykorzystatam hCC typu dzikiego oraz pozostate trzy nadprodukowane przeze

mnie warianty.

Tabela 17 Warunki fibrylizacji biatek wykorzystane w Eksperymencie I.

Zeni llos¢ joné Dtugosé
S:)ei,::?;e Sktad buforu pH OSZ:‘Z?OW Temperatura Wytrzasanie inkzi(;sc?i
3 25 mM octan sodu 1:1
! 48 ° 14 dni
mg/ml 150 mM NaCl ’ (molowo) 8¢ 600 rpm dni

Podczas pierwszych préb fibrylizacji biatka inkubowatam przez 21 dni. Okazato
sie jednak, ze po okoto dwéch tygodniach otrzymane fibryle zaczynaty sie ze sobg zlepiac¢
tworzgc wieksze struktury, co skutkowato znacznym obnizeniem ich oddziatywania
z tioflawing T. W zwigzku z powyzszym w dalszej czesci rozprawy przedstawie wyniki
otrzymane do maksymalnie 14-tego dnia inkubacji. W pierwszej kolejnosci, na
Rycinie 65, umiescitam wyniki analiz chromatograficznych préobek pobranych w 0, 1, 3,
5 oraz dla wybranych w 7, 9 i 12 dniu inkubacji. Wykresy uprzednio znormalizowatam

w celu utatwienia ich interpretacji.
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Rycina 65 Chromatogramy z analizy SEC probek cystatyny C i jej mutantow
pobranych podczas inkubacji w warunkach Eksperymentu |.
pik przy 13 min — dimer biatka; pik przy 16 min — monomer biatka;
pik przy 28 min — chlorowodorek benzamidyny
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Biatka WT i H90A po 5 dniach inkubacji catkowicie zoligomeryzowaty czego
dowodem jest widoczny na chromatogramach brak sygnatéw od rozpuszczalnych from
biatka (monomeru i dimeru). W prébkach zawierajgcych jony miedzi proces ten w obu
przypadkach przebiegt nieco szybciej. Jest to widoczne szczegdlnie dla biatka typu
dzikiego inkubowanego z Cu?*, ktére zdimeryzowato zaraz po rozpuszczeniu w buforze
inkubacyjnym. Biatka H86A oraz H86_90A w postaci mono- lub dimerycznej pozostaty
w roztworze znacznie dtuzej. Wariant H86A w 12 dniu inkubacji wykazywat jeszcze
obecno$¢ sladowych ilosci formy monomerycznej. Wariant H86_90A inkubowany bez
jondw miedzi (ll), w tym samym czasie catkowicie zoligomeryzowat, podczas gdy
inkubowany z jonami Cu?* znajdowat sie jeszcze w znaczacej ilosci
w roztworze. Kolejne, zaprezentowane na Rycinie 66, wyniki dotyczg analizy

inkubowanych probek metodg spektrofluorymetrii  wykorzystujagcg  barwnik

fluorescencyjny ANS.
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Rycina 66 Wykresy zaleznosci intensywnosci fluorescencji ANS przy 470 nm
od dnia inkubacji biatek w warunkach Eksperymentu |.
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W kazdej z analizowanych prébek poza prébkg H86_90A z Cu?* mozna zauwazy¢
wzrost intensywnosci fluorescencji w czasie inkubacji, co wigze sie ze zmianami
konformacyjnymi i oligomeryzacjg biatek. Dla wariantéw WT, H86A oraz H90A obie
krzywe (dla probek z miedzig i bez) charakteryzujg sie zblizong tendencjg wzrostowa.
Wyniki te po przeprowadzeniu kilku powtdrzen okazaty sie jednak mato powtarzalne.
Kazdorazowo pokazywaty podobng tendencje wzrostowg do dnia 10-14 jednak same
wartosci intensywnosci fluorescencji odbiegaty od siebie na tyle, ze postanowitam przy
kolejnych eksperymentach nie wykonywac¢ ponownie tego doswiadczenia. Bardziej
wiarygodnym testem monitorujgcym zmiany zachodzgce w roztworze i wykrywajgcym
obecnos$¢ fibryli w badanych prébkach miat by¢ test tioflawinowy. Ponizej, na

Rycinie 67, przedstawitam wyniki testu tioflawinowego dla cystatyny C typu dzikiego.

5000
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—e— WT + Cu®
4000 +

3000 4

]

(=]

=]

o
1

Intensywnos¢ fluorescencji ThT
=]
(=]
(=}
1

T T T T T T T T 1
] 2 4 6 8 10 12 14 16
Czas inkubacji [dni]

Rycina 67 Wykres zaleZnosci intensywnosci fluorescencji ThT przy 485 nm
od dnia inkubacji probek cystatyny C typu dzikiego w warunkach Eksperymentu |.

Intensywnos¢ emisji fluorescencji tioflawiny T nie rdznita sie znaczaco dla prébki
inkubowanej z jonami Cu?* i prébki inkubowanej bez nich. Obie charakteryzowaty sie
statym przyrostem wartosci intensywnosci fluorescencji az do 14 dnia eksperymentu,
co $wiadczyto o prawdopodobnym pojawieniu sie w obu roztworach fibryli biatkowych
lub struktur fibrylopodobnych. Potwierdzeniem tej hipotezy byty wykonane w dalszej

kolejnosci zdjecia TEM przedstawione w Tabeli 18.
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Tabela 18 Zdjecia TEM probek cystatyny C typu dzikiego pobranych w 1, 7 i 14 dniu inkubacji
prowadzonej w warunkach Eksperymentu |.

]

1 dzien inkubac

7 dni inkubacji

14 dni inkubacji
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W prébkach hCC typu dzikiego protofibryle pojawity sie juz po kilkunastu
godzinach inkubacji zaréwno w roztworze z jonami Cu?* jak i bez. W dniu 7 dojrzate juz
fibryle w obu prébkach charakteryzowaty sie bardzo zblizong morfologia. Byty to dtugie
proste widkna o réznej dtugosci i szerokosci w granicach 10-14 nm. W 14 dniu inkubacji,
kiedy tioflawina wykazywata najwiekszg intensywnos¢ fluorescencji, w obu przypadkach
fibryle zaczynaty juz zlepiac sie ze sobg tworzgc wieksze zbite agregaty. Dodatek jondw
miedzi w niniejszym eksperymencie nie wptynat zatem na zdolno$¢ do fibrylizacji
cystatyny C typu dzikiego. Nieco inaczej wyniki prezentowaty sie dla pozostatych
wariantéw hCC. Wykresy intensywnosci emisji fluorescencji ThT dla biatek H86A, H90A
i H86_90A przedstawitam na Rycinie 68.
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Rycina 68 Wykresy zaleznosci intensywnosci fluorescencji ThT
przy 485 nm od dnia inkubacji biatek w warunkach Eksperymentu I.

W przypadku pozostatych wariantéw hCC zaobserwowaé mozna, ze intensy-

wnos¢ fluorescencji tioflawiny T rdwniez rosnie w czasie, ale dla prébek z dodatkiem
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jonow miedzi (Il) wykazuje ona wartosci nizsze. Moze sie to wigza¢ z formowaniem
wtékienek o nieco innej, mniej uporzadkowanej budowie wewnetrznej. Dotyczy to
zwtaszcza biatka H86A, dla ktdrego ta rdznica intensywnosci fluorescencji miedzy probka
z jonami Cu?* i bez nich w dniu 14 jest najwieksza. Wystepowanie réznic morfologicznych
powstatych fibryli lub ich brak sprawdzitam za pomocg transmisyjnej mikroskopii

elektronowej. Wykonane zdjecia przedstawitam w Tabelach 19-21.

Tabela 19 Zdjecia TEM prébek biatka hCC H86A pobranych w 7 i 14 dniu inkubacji prowadzonej
w warunkach Eksperymentu |.

H86A H86A z Cu?*

7 dni inkubacji

14 dni inkubacji

Dla muteiny hCC H86A, pomimo wzrostu intensywnosci fluorescencji ThT
rowniez w 7 dniu inkubacji, w roztworach nie zaobserwowatam typowych dojrzatych
struktur fibrylarnych. Z tioflawing T mogty zatem oddziatywa¢ mniejsze, rozpuszczalne

oligomery, ktére stanowity zarodki fibryli widocznych na zdjeciach wykonanych
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w 14 dniu inkubacji lub protofibryle obecne w prébce H86A bez Cu?*. W 14 dniu inkubacji
dojrzate juz fibryle w roztworze niezawierajgcym jondw miedzi (Il) zaczety skrecad sie
ze sobg nawzajem, co w warunkach naturalnych w dalszej kolejnosci prowadzi do
utworzenia ztogdw biatkowych. Fibryle obecne w roztworze zawierajgcym jony Cu?*

wygladajg natomiast na gorzej uformowane, pozlepiane ze sobg i nieco cierisze.

Tabela 20 Zdjecia TEM prébek biatka hCC H90A pobranych w 7 i 14 dniu inkubacji prowadzonej
w warunkach Eksperymentu |.

H90A H90A

1

z Cu?*

&

7 dni inkubacji

14 dni inkubacji

Wariant H90A podczas fibrylizacji zachowat sie podobnie do cystatyny C typu

dzikiego. Na zdjeciach TEM zaobserwowatam znaczne ilosci dtugich, prostych witdkien
biatkowych o szerokosci okoto 10 nm, ktére pojawity sie juz w 7 dniu inkubacji. Na
zdjeciach z dnia 14 widac¢ za to zdecydowanie krétsze i grubsze wtdkna zbudowane z

pozlepianych fibryli. Wtékna te charakteryzuja sie szerokoscia
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o wartosciach w granicach 17-24 nm i wygladajg podobnie w prdbkach zawierajgcych

i niezawierajacych jonéw miedzi (l1).

Tabela 21 Zdjecia TEM probek biatka hCC H86_90A pobranych w 7 i 14 dniu inkubacji
prowadzonej w warunkach Eksperymentu |.

H86_90A H86_90A z Cu?*

7 dni inkubacji

14 dni inkubacji

W proébce wariantu H86_90A niezawierajgcej jonow miedzi (1) w dniu 7 inkubacji

nie zaobserwowatam zadnych struktur fibrylopodobnych. Pojawity sie one dopiero w
dniu 14 inkubacji, jednak byty bardzo krétkie i pozlepiane ze sobg. Morfologicznie
odbiegaty od wygladu fibryli utworzonych przez warianty WT i H90A. Dodatkowo w
probce inkubowanej z Cu?* widkienka w ogdle sie nie uformowaty. W dniu 14 widaé
jedynie kilka skupisk biatka, przypominajacych agregaty o wysoce nieuporzagdkowane;j

strukturze wewnetrzne;j.
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Eksperyment Il

Pierwotne warunki fibrylizacji cystatyny C zaktadajg zastosowanie silnego
wytrzasania probek przez caty okres inkubacji. W kolejnym eksperymencie
postanowitam sprawdzié czy obnizenie sity wytrzgsania wptynie na zachowanie biatek,
a przede wszystkim czy w warunkach stabiej indukujgcych fibrylizacje, jony Cu?* bedg
w stanie same jg zaindukowac¢. Dokfadne warunki inkubacji zastosowane

w Eksperymencie Il przedstawitam w Tabeli 22.

Tabela 22 Warunki fibrylizacji wykorzystane w Eksperymencie .

Stezenie llos¢ jonéw . Dtugos¢

biatka Sktad buforu pH Cu? Temperatura Wytrzgsanie Nl
3 25 mM octan sodu, 1:1 R .
mg/ml 150 mM Nacl ' (molowo) 48°C 300 rpm 21 dni

Na Rycinie 70 (na kolejnej stronie) umiescitam wyniki analiz chromatograficznych
probek pobranych w 0, 1, 3, 5 i 14 dniu inkubacji. Wykresy znormalizowatam w celu
utatwienia interpretacji. Po 14 dniach inkubacji biatka H86A oraz H86_ 90A nadal
pozostawaty rozpuszczone w duzej ilosci w roztworze, gtdwnie w formie dimeryczne;.
Natomiast biatka WT oraz H90A catkowicie zagregowaty. W roztworach biatek WT i H90A
inkubowanych  w pH 4,0, niezaleznie od mocy wytrzgsania, juz po
kilkunastu/kilkudziesieciu godzinach wytracat sie biaty osad. W prébkach z dodatkiem
jonéw Cu?* proces ten zawsze zachodzit o kilka godzin szybciej, co przedstawitam na

Rycinie 69.

WT + Cu®* WT

Rycina 69 Probki cystatyny C typu dzikiego inkubowane przez 24 godziny
w warunkach Eksperymentu Il. Z lewej prébka z wytrgconym pod wptywem jonéw Cu?*

biatym osadem biatkowym. Z prawej probka inkubowana bez dodatku jondw miedzi.
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Rycina 70 Chromatogramy z analizy SEC probek cystatyny C i jej mutantéw
pobranych podczas inkubacji w warunkach Eksperymentu |I.
pik przy 13 min — dimer biatka; pik przy 16 min — monomer biatka; pik przy 28 min — Bza
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Wytracajacy sie osad stanowity nierozpuszczalne agregaty biatkowe, ktére
najczesciej wystepowaty w postaci struktur o charakterze fibrylarnym. Przy okazji
Eksperymentu Il postanowitam sprawdzic¢ czy wzrost intensywnosci fluorescencji zalezy
od tworzacego sie w roztworze osadu czy od rozpuszczalnych oligomeréw
niewidocznych gotym okiem. Test tioflawinowy wykonatam jednoczesnie na probkach
zawierajgcych osad oraz probkach zawierajgcych sam supernatant. Badanie to
jednoznacznie potwierdzito, ze to wtasnie nierozpuszczalne agregaty odpowiedzialne s3
za wigzanie barwnika. Odpowiedz ThT dla probek zawierajgcych sam supernatant,
w przypadku wszystkich badanych biatek, byta na poziomie tta. W dalszej czesci

rozprawy, na Rycinie 71, przedstawitam zatem wyniki tylko dla prébek mierzonych

z osadem.
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Rycina 71 Wykresy zaleznosci intensywnosci fluorescencji ThT
przy 485 nm od dnia inkubacji probek biatek w warunkach Eksperymentu II.

W Eksperymencie Il fibryle formowaty sie wolniej, co skifonito mnie do

przedtuzenia inkubacji do 21 dni. Szybki wzrost intensywnosci fluorescencji ThT dla
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biatka typu dzikiego nastgpit dopiero po 14 dniu inkubacji, a dla wariantu H90A po dniu
11. Dodatek jonéw Cu?* do hCC WT doprowadzit do wiekszego przyrostu intensywnosci
fluorescencji w stosunku do prébki niezawierajacej jondw. Cu?* mogto zaindukowaé
zatem szybsze formowanie struktur fibrylarnych. Odwrotna sytuacja miata miejsce dla
wariantu H90A. Tutaj dodatek jonow miedzi (ll) skutkowat obnizeniem przyrostu
wartosci fluorescencji czyli obnizeniem szybkosci tworzeni fibryli biatkowych lub
tworzeniem agregatow charakteryzujgcych sie mniej uporzadkowang struktura.
W prébkach biatek H86A i H86_90A, wedtug testu tioflawinowego, nie pojawity sie zadne
struktury fibrylarne zdolne do oddziatywania z ThT. W celu potwierdzenia otrzymanych
danych wykonatam zdjecia TEM prébek w 7 i 21 dniu inkubacji, ktére przedstawitam

w Tabelach 23-26.

Tabela 23 Zdjecia TEM probek biatka hCC WT pobranych w 7 i 21 dniu inkubacji prowadzonej
w warunkach Eksperymentu |l.

WT WT z Cu?*

7 dni inkubacji

21 dni inkubacji

Heynircation: 150000 x
High Voltage: 120k
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Po 7 dniach inkubacji w prébce niezawierajacej jondw miedzi (II) nie
zarejestrowano obecnosci protofibryli, ktére pojawity sie w prébce z dodatkiem Cu?*.
W tym przypadku jony miedzi (ll) przyspieszyty proces fibrylizacji i wptynety korzystnie
na formowanie wysoko uporzadkowanych struktur [B-kartkowych. Zdjecia TEM
potwierdzity zatem wyniki testu tioflawinowego dla biatka typu dzikiego. Obecne w obu
probkach w dniu 21 inkubacji fibryle charakteryzuja sie podobng morfologia. S3g to
dtugie, proste wtdkna o szerokosci 8-10 nm w prébce ,,WT” oraz okoto 13 nm w prébce

,WT z Cu?*”.

Tabela 24 Zdjecia TEM prdbek biatka hCC H86A pobranych w 21 dniu inkubacji prowadzonej

w warunkach Eksperymentu |I.

H86A H86A z Cu?*
—_— . R R

21 dni inkubacji

Zgodnie z oczekiwaniami (brak odpowiedzi ThT w tescie tioflawinowym) do
samego konca trwania eksperymentu w prébkach zawierajacych wariant H86A nie
pojawity sie zadne struktury fibrylopodobne. Zamiast tego biatko wytracito sie w postaci
duzych nierozpuszczalnych, amorficznych agregatéw widocznych na powyzszych

zdjeciach TEM.
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Tabela 25 Zdjecia TEM prébek biatka hCC H90A pobranych w 21 dniu inkubacji prowadzonej
w warunkach Eksperymentu |Il.

H90A H90A z Cu?*

21 dni inkubacji

W 7 dniu inkubacji wariantu H90A na zdjeciach TEM nie zaobserwowatam
zadnych struktur o charakterze wtdékienkowym. Zmieniato sie to w 21 dniu inkubacji,
kiedy to w prébce niezawierajgcej jondw miedzi (Il), dla ktérej zanotowatam bardzo
wysoki wzrost intensywnosci fluorescencji ThT, zaobserwowatam w petni uformowane
proste fibryle biatkowe o réznych dtugosciach. Zupetnie inaczej wygladata prébka H90A
inkubowana z Cu?*. Na wiekszosci jej zdje¢ TEM widaé byto duze, nierozpuszczalne,
amorficzne agregaty biatkowe, co nie zgadzato sie ze znacznym wzrostem intensywnosci
fluorescencji ThT w trakcie inkubacji. Jedno ze zdje¢ (to przedstawione w Tabeli 25)
ttumaczy zaistniate zjawisko. Widaé na nim krétkie podtuzne struktury fibrylopodobne
oblepione amorficznymi agregatami biatkowymi. Te krétkie wtdkienka zbudowane sg
najprawdopodobniej z wysoko uporzagdkowanych struktur B-kartkowych i to wtasnie
one oddziatywaty z tioflawing T. Struktury te réznig sie jednak znacznie pod wzgledem
morfologicznym od fibryli uzyskanych podczas inkubacji biatka bez dodatku Cu?*. Sg
grubsze i krétsze, a w dodatku postrzepione i pozlepiane ze sobg, co wskazuje na zajscie
mniej specyficznego i uporzadkowanego procesu agregacji.

Zdjecia TEM wykonane dla podwdjnego mutanta cystatyny C (Tabela 26) rowniez
okazaty sie zgodne z oczekiwaniami. Nie zaobserwowatam na nich obecnosci fibryli
biatkowych, ani zadnych struktur o charakterze witdkienkowym. W obu prébkach

z roztworu wytracity sie jedynie duze, amorficzne agregaty.
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Tabela 26 Zdjecia TEM probek biatka hCC H86_90A pobranych w 21 dniu inkubacji prowadzonej
w warunkach Eksperymentu |Il.

H86_90A H86_90A z Cu?

T

21 dni inkubacji

griicuon: 98000 x
Voltage: 120 kV.

Eksperyment lll

W kolejnym eksperymencie postanowitam sprawdzi¢ jak na proces agregacji
biatek wptynie catkowity brak wytrzgsania podczas catego okresu inkubacji. Do badania
wykorzystatam cystatyne C typu dzikiego oraz wariant H90A czyli biatka, ktére
uformowaty fibryle w poprzednim eksperymencie. Doktadne warunki kolejnej inkubacji

przedstawitam w Tabeli 27.

Tabela 27 Warunki fibrylizacji wykorzystane w Eksperymencie Ill.

Stezenie llos¢ jonoéw . Dtugos¢
biatka Sktad buforu pH Cu? Temperatura Wytrzgsanie inkubacji
3 25 mM octan sodu 1:1
! 4,0 48 °C brak 14 dni
mg/ml 150 mM NaCl ! (molowo) re n

W zadnej z badanych prébek nie zaobserwowatam agregatéw o charakterze
widkienkowym, co wnioskuje z wynikéw testu tioflawinowego przedstawionych na
Rycinie 72. Odpowiedz ThT nie przekroczyta wartosci 200, nawet po 14 dniach inkubaciji.
We wszystkich prébkach pojawit sie natomiast osad, co moze sugerowaé utworzenie
agregatow o charakterze niefibrylarnym i strukturalnie nieuporzadkowanym. Ze
wzgledu na catkowite strgcenie biatek potwierdzone metoda chromatografii saczenia

molekularnego, eksperyment przerwatam po dwdch tygodniach inkubacji.
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Rycina 72 Wykresy zaleznosci intensywnosci fluorescencji ThT
przy 485 nm od dnia inkubacji probek biatek w warunkach Eksperymentu lll.

Eksperyment IV

Kolejne badanie postanowitam przeprowadzic tylko dla cystatyny C typu dzikiego
w warunkach zastosowanych w Eksperymencie | (czyli z silnym wytrzgsaniem), ale
stosujgc przy tym duzo nizsze stezenie biatka rowne 0,25 mg/ml. Wybdr takich
warunkéw zwigzany byt z badaniami wykonanymi przez Jahic i wspétpracownikéw [205],
w ktérych pomimo zastosowania tak niskiego stezenia biatka udato sie otrzymac fibryle.
Obnizenie stezenia pozwolito mi spowolni¢ proces oligomeryzacji i zbada¢ jego
poczgtkowe etapy. Doktadne warunki prowadzonej fibrylizacji przedstawitam

w Tabeli 28.

Tabela 28 Warunki fibrylizacji wykorzystane w Eksperymencie V.

Steienie llo$¢ jonow . Dtugos¢
biatka Sktad buforu pH Cu? Temperatura Wytrzasanie inkubaji
0,25 25 mM octan sodu 1:1 72
7 ’ 4 4 o
mg/ml 150 mM NaCl /0 (molowo) 8°C 600 rpm godziny

Tym razem probki biatka inkubowatam zaledwie 72 godziny wykonujac
w miedzyczasie test tioflawinowy oraz zdjecia TEM. Podczas trwania catego
eksperymentu odpowiedz ThT plasowata sie na poziomie tta (byta znikoma), dlatego
zaktadatam brak jakichkolwiek struktur fibrylopodobnych w badanych roztworach.
Pomimo tego zlecitam wykonanie zdjecia TEM prébek po 3, 28 i 72 godzinach inkubacji.

Otrzymane obrazy przedstawitam w Tabeli 29.
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Tabela 29 Zdjecia TEM probek cystatyny C typu dzikiego pobranych w 3, 28 i 72 godzinie inkubacji
prowadzonej w warunkach Eksperymentu IV.
WT WT z Cu?*

ot

3 godziny inkubac

—_

28 godzin inkubac

72 godziny inkubac

Zdjecia z transmisyjnego mikroskopu elektronowego okazaty sie dosc

zaskakujgce. Pomimo negatywnego wyniku testu tioflawinowego na zdjeciach TEM
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zaobserwowafam dtugie proste struktury witdkienkowe. Brak oddziatywania
uformowanych witdkienek z tioflawing T moze swiadczy¢ o tym, ze widoczne na zdjeciach
struktury nie majg jeszcze typowej budowy fibrylarnej, a raczej protofibrylarng, z ktorej
w dalszej kolejnosci powinny uformowac sie dojrzate fibryle biatkowe. Ponad to
widoczne na zdjeciach agregaty s3 mocno pozlepiane (dotyczy to gtéwnie prébki WT bez
dodatku Cu?*). Dodatek jonéw miedzi () znacznie opdznit proces fibrylizacji. Jedna z
teorii ttumaczacych to zjawisko méwi o tym, ze jony Cu?* stabilizujg formy dimeryczne
i/lub niskooligomeryczne biatka, co chwilowo zapobiega tworzeniu wiekszych
agregatoéw, a druga, ze miedz zmienia mechanizm oligomeryzacji nie wptywajgc jednak

na morfologie powstatych struktur (wskazujg na to poprzednie eksperymenty).

5.2 Fibrylizacja w pH 6,9

Zastosowanie niskiego pH (4,0) do fibrylizacji cystatyny C mogto spowodowac
protonowanie pierscieni histydynowych. Proces ten zalezy od wielu czynnikdw takich jak
potozenie reszt His w tancuchu oraz ich otoczenie chemiczne. Protonowanie jednak
uniemozliwitoby oddziatywanie z dodatnio natadowanymi jonami Cu?*, a wptyw na
proces fibrylizacji miatyby jedynie oddziatywania niespecyficzne. Z tego wzgledu
w kolejnych etapach postanowitam sprawdzi¢ czy obecno$¢ jonéw Cu?* umozliwi
fibrylizacje cystatyny C typu dzikiego w warunkach, w ktérych normalnie ta fibrylizacja
nie zachodzi czyli w pH zblizonym do fizjologicznego. Zakres uzywalnosci buforu
octanowego waha sie w granicach pH 3,6-5,6, dlatego kolejny eksperyment

przeprowadzitam w buforze kakodylanowym.

Eksperyment V

Ostatni juz eksperyment zwigzany z fibrylizacjg wykonatam tylko na biatku typu

dzikiego w buforze kakodylanowym, w warunkach przedstawionych w Tabeli 30.

Tabela 30 Warunki fibrylizacji wykorzystane w Eksperymencie V.

Stezenie llo$¢ jonow . Dtugos¢
biatka Sktad buforu pH Cu? Temperatura Wytrzasanie inkubaji
10 mM kakodylan
3 1:1 . .
sodu, 6,9 48 °C 600 rpm 21 dni
mg/ml (molowo)

50 mM NacCl
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W prdébce zawierajacej jony miedzi (ll) biaty osad stracit sie juz po 3 godzinach
inkubacji podczas gdy osad w prdbce niezawierajacej Cu?* w duzych iloéciach pojawit sie
dopiero po 13 dniach trwania eksperymentu. W obu prdébkach kazdorazowo test
tioflawinowy dawat wynik negatywny. Intensywnos¢ fluorescencji ThT plasowata sie na
poziomie tta. Pomimo tego postanowitam wykonaé zdjecia TEM probek pobranych w 7

i 14 dniu inkubacji. Wybrane z nich przedstawitam w Tabeli 31.

Tabela 31 Zdjecia TEM probek biatka hCC WT pobranych w 7 i 21 dniu inkubacji prowadzonej
w warunkach Eksperymentu V.

7 dni inkubacji

21 dni inkubaciji

W proébkach inkubowanych bez dodatku jonéw miedzi (Il) w 21 dniu inkubacji

widoczne sg zbite agregaty biatkowe, ktére w zaden sposéb nie przypominajg wtdkiem
biatkowych. Natomiast w prébce inkubowanej z dodatkiem Cu?* na obu zdjeciach widaé

wydtuzone pseudofibrylarne struktury. Agregaty te nie sg typowymi fibrylami badz
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protofibrylami, gdyz nawet w  minimalnym  stopniu nie  oddziatujg
z tioflawing T. Ponad to na zdjeciach TEM sg ciemne i mocno zbite. Morfologicznie, poza
wydtuzonym ksztattem, nie przypominaja fibryli biatkowych. Mimo tych réznic inkubacja
w buforze kakodylanowym pozwolita mi na otrzymanie agregatéw fibrylopodobnych
w pH zblizonym do fizjologicznego. Co wiecej, byto to mozliwe jedynie w obecnosci
jondéw Cu?*, ktére zaindukowaty proces agregacji tuz po rozpuszczeniu biatek w buforze

inkubacyjnym.

6. Krystalizacja biatek i analiza struktur krystalicznych

Mutanty cystatyny C nadprodukowane i scharakteryzowane w ramach niniejszej
rozprawy doktorskiej nie byly nigdy wczesniej otrzymywane i badane. Do tej pory
w bazie PDB umieszczono juz kilka struktur wariantéw cystatyny C, t3acznie
z biatkiem typu dzikiego. Duza cze$s¢ dotychczasowych eksperymentéw
wprowadzajacych mutacje do sekwencji hCC miata za zadanie ustali¢ mechanizm jej
dimeryzacji czyli stabilizowac lub destabilizowad strukture czasteczki [144,145,146,206].
Moje badania natomiast opieraty sie na charakterystyce oddziatywania biatko-Cu?*.
Postanowitam zatem podjgé probe krystalizacji nadprodukowanych przeze mnie
mutantéw w obecnosci jondw miedzi (Il) w celu znalezienia potencjalnego miejsca
wigzgcego. Zadanie to nie byto tatwe ze wzgledu na indukowang jonami Cu?* agregacje
biatka opisang w poprzednich rozdziatach. Zdecydowana wiekszo$é testowanych
warunkéw krystalizacji powodowata szybkie wytrgcanie hCC z roztwordw w postaci
biatego (biatko zagregowane) lub brgzowego (biatko zdenaturowane) osadu. Z tego
wzgledu strategia, ktérg przyjetam polegata, w pierwszej kolejnosci, na znalezieniu
warunkéw krystalizacji biatka bez dodatku jonéw miedzi (11), a nastepnie podjeciu préb
krystalizacji z tych samych roztwordw, ale z dodatkiem niewielkiego stezenia Cu?*,
znacznie ponizej proporcji molowej 1:1 (biatko : metal) w celu spowolnienia procesu
precypitacji. Strategia ta data efekt tylko w przypadku biatka H86A. Krystalizacja
wariantow H90A oraz H86 90A zakonczyta sie na etapie otrzymania ich struktur
krystalicznych bez obecnosci Cu?*, a krysztaty biatka hCC WT namaczane byty w jonach

miedzi (Il) juz po wykrystalizowaniu.
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6.1 Krystalizacja
A. Cystatyna C typu dzikiego

Cystatyna C typu dzikiego wykrystalizowata w pieciu réznych warunkach
krystalizacyjnych. Krysztaty pochodzace z czterech z nich podczas wstepnych badan
dyfrakcyjnych nie rozpraszaty promieniowania rentgenowskiego. Krysztaty z kropli pigtej
powstaty w warunkach nr 37 pochodzacych z zestawu Index (krysztat oznaczony dalej
jako WT). Roztwor krystalizacyjny zawierat wodny roztwér 25 % w/v PEG 1500. Podjetam
prébe optymalizacji wyzej wymienionych warunkéw poprzez manipulacje stezeniem
PEG 1500 oraz stezeniem biatka, jednak nie przyniosta ona oczekiwanych efektow
(w zadnej z kropli krysztaty nie pojawity sie). Z tego powodu wszystkie opisane dalej
eksperymenty prowadzitam na krysztatach otrzymanych z kropli pierwotnej, ktére

przedstawione zostaty na Rycinie 73.

Rycina 73 Krysztaty cystatyny C typu dzikiego otrzymane
w roztworze 25 % w/v PEG 1500.

Prébe krystalizacji cystatyny C typu dzikiego w obecnosci jonédw Cu?* podjetam
ze stezenia 10 mg/ml. Przygotowatam dwa roztwory krystalizacyjne ztozone z wodnego
roztworu 25 % w/v PEG 1500. Do pierwszego z nich dodatam jony miedzi tak, by ich
stezenie koricowe wynosito 50 uM, a do drugiego 200 uM. W obu kroplach juz po
kilkunastu godzinach pojawit sie drobny osad sugerujgcy strgcenie biatka,
co uniemozliwiato powstanie krysztatéw. Podczas kolejnej proby wykorzystatam znane
juz wczesniej warunki krystalizacji hCC typu dzikiego: 100 mM octan sodu o pH 4,8, 20
mM chlorek wapnia oraz MPD dodane do rezerwuaru w objetosci 100 ul w drugim
i czwartym dniu krystalizacji [207]. Do wyzej opisanych warunkéw dodatam jony Cu?*
w stezeniu 20 puM (nizszym niz poprzednio w celu unikniecia agregacji i wytrgcania
biatka). Po tygodniu inkubacji w kropli pojawity sie kubiczne krysztaty, jednak ich stabe

rozpraszanie promieniowania uniemozliwito zebranie dobrej jakosci danych
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dyfrakcyjnych. Z tego wzgledu postanowitam namoczy¢ wykrystalizowane wczesniej
krysztaty (w warunkach Index (37) - Rycina 73) w roztworze jonéw miedzi (Il). Wybrane
krysztaty przeniesione zostaty do przygotowanej wczesniej kropli zawierajgcej Cu®*
w stezeniu 200 uM. Po odpowiednim czasie inkubacji (30 min — krysztat WT_Cu30min,
1 godzina — krysztat WT_Culh oraz 2 godziny — krysztat WT_Cu2h) krysztaty namoczono

w roztworze macierzystym z dodatkiem krioprotektanta w postaci 25 % v/v PEG 400,

a nastepnie zamrozono.

B. Mutant hCC H86A
Krysztaty mutanta H86A pojawity sie w 16 réznych warunkach krystalizacyjnych,

a wybrane z nich przedstawitam na Rycinie 74.

Rycina 74 Krysztaty mutanta hCC H86A otrzymane w warunkach od lewej
Morpheus (1-45), Morpheus (2-37) i The BCS Screen (1-37).

Doktadne sktady wymienionych w tej czesci rozprawy roztwordw
krystalizacyjnych znajdujg sie w punkcie V.6.1.E. Wiekszo$¢ z otrzymanych krysztatéw
nie rozpraszata promieniowania rentgenowskiego lub wykazywata rozdzielczosé
obrazéw dyfrakcyjnych rzedu 6-12 A. Optymalizowatam 6 wybranych warunkéw
manipulujagc pH roztworéw i stezeniami ich sktadnikéw. Wyboru warunkow
dokonywatam na podstawie jakosci danych dyfrakcyjnych otrzymanych we wstepnych
pomiarach synchrotronowych. Do optymalizacji wybratam nastepujgce roztwory (ich

sktady przedstawia Tabela 32 na koricu podrozdziatu):

o Index (26) — stezenie biatka 10 mg/ml,
o Morpheus (1-9) — stezenie biatka 20 i 30 mg/ml,
o Morpheus (1-45) — stezenie biatka 20i 30 mg/ml,
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o Morpheus (2-33) — stezenie biatka 20 mg/ml,
o Morpheus (2-37) — stezenie biatka 10 i 20 mg/ml,
o Morpheus (2-38) — stezenie biatka 10 i 20 mg/ml.

Krysztaty pojawity sie w wiekszosci optymalizowanych warunkdéw. Podczas badan
dyfrakcyjnych zebrano tacznie 14 zbioréw danych o rozdzielczoéci w zakresie 1,95-3 A.
W niniejszej pracy przedstawiam tylko jeden — charakteryzujacy sie najlepszymi
parametrami. Otrzymano go dla krysztatu przedstawionego na Rycinie 75, powstatego

w warunkach pierwotnych Morpheus (1-9) — krysztat oznaczony dalej jako H86A.

Rycina 75 Krysztaty mutanta hCC H86A otrzymane w warunkach
Morpheus (1-9) z biatka o stezeniu 20 mg/mi.

Podjetam takze probe krystalizacji biatka hCC H86A w obecnosci jonéw Cu?*.
Wykorzystatam roztwory Morpheus (1-9) oraz Morpheus (1-45), ktore uzupetnitam
o jony miedzi (ll) w stezeniu koncowym réwnym 20 uM. Krysztaty pojawity sie w obu
warunkach, jednak obrazy dyfrakcyjne o lepszej jakosci zarejestrowatam dla krysztatu

z roztworu pierwszego (krysztat oznaczony dalej jako H86A Cu).

C. Mutant hCC H90A

Krysztaty mutanta H90A pojawity sie w az 25 réznych warunkach, a wybrane
z nich przedstawitam na Rycinie 76.

Wiekszo$¢ z otrzymanych krysztatdw stabo rozpraszata promieniowanie
rentgenowskie lub, ze wzgledu na bardzo maty rozmiar, nie nadawata sie do wytowienia
z kropli. Zadowalajgce dane dyfrakcyjne uzyskatam dla dwéch krysztatéw, a do

optymalizacji wybratam trzy warunki, w ktérych manipulowatam stezeniami sktadnikow:

o The BCS Screen (1-38) — stezenie biatka 10 i 20 mg/ml,
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o Morpheus (2-37) — stezenie biatka 10 i 20 mg/ml,
o Morpheus (2-38) — stezenie biatka 10 i 20 mg/ml.

Rycina 76 Krysztaty mutanta hCC H90A otrzymane w warunkach (od lewej):
Morpheus (2-37), Morpheus (2-38) i The BCS Screen (1-1).

Krysztaty, ktore pojawity sie w optymalizowanych warunkach byty zbyt mate by
mozna byto je wytowi¢ lub wykazywaty rozdzielczo$¢ obrazéw dyfrakcyjnych na
poziomie 4 A. Z tego wzgledu do rozwigzania struktur wybratam dane dla krysztatéw
otrzymanych w warunkach pierwotnych: The BCS Screen (1-38) (oznaczony dalej jako
H90A 1) ze stezenia biatka 10 mg/ml oraz Morpheus (2-38) (oznaczony dalej jako
H90A 2) ze stezenia biatka 20 mg/ml. Przed pomiarami dyfrakcji krysztat H90A 1
umieszczony zostat na kilka sekund w roztworze macierzystym z dodatkiem
krioprotektanta w postaci 25 % w/v glicerolu, a nastepnie zamrozony
w ciektym azocie. Warunki krystalizacyjne z zestawu Morpheus zawierajg dodatek
poli(tlenkdw etylenu), ktére posiadajg wtasciwosci krioprotekcyjne. Z tego wzgledu
krysztat H90A_2 mdgt zosta¢ zamrozony od razu po wyjeciu z kropli.

Préobe krystalizacji hCC H90A w obecnosci jonéw Cu?* podjetam dla biatka
o stezeniu 10 mg/ml. Wykorzystatam do tego caty zestaw PEG/lon oraz, dodatkowo,
roztwér The BCS Screen (1-38). Wszystkie mieszaniny uzupetnitam o jony miedzi (l1)
w stezeniu koncowym réwnym 20 uM. W kazdej kropli w ciggu kilku dni pojawit sie osad
sugerujgcy stracenie biatka, co catkowicie uniemozliwiato utworzenie krysztatow.
Namaczanie krysztatu H90A w warunkach The BCS Screen (1-38) wzbogaconych o jony
miedzi (ll) réwniez nie przyniosto efektu. Namaczane krysztaty nie rozpraszaty

promieniowania rentgenowskiego.
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D. Mutant hCC H86_90A

Krysztaty mutanta H86_90A pojawity sie w 10 roézinych warunkach

krystalizacyjnych, a wybrane z nich przedstawitam na Rycinie 77.

Rycina 77 Krysztaty mutanta hCC H86_90A otrzymane w warunkach (od lewej):
Index (13), Index (16) i The BCS Screen (1-37).

Wszystkie otrzymane krysztaty charakteryzowaty sie obrazami dyfrakcyjnymi

o rozdzielczoéci rzedu 4-12 A. Na podstawie wstepnych badan rentgenograficznych

wybratam i optymalizowatam manipulujgc pH roztwordw i stezeniami sktadnikdw,

5 najbardziej obiecujgcych warunkéw. Do optymalizacji wybratam nastepujace

roztwory:

o

o

Index (13) — stezenie biatka 10 i 20 mg/ml,

Index (16) — stezenie biatka 10 i 20 mg/ml,

JCSG plus (1-18) — stezenie biatka 10 i 20 mg/ml,
Morpheus (2-37) — stezenie biatka 10 i 20 mg/ml,
Morpheus (2-38) — stezenie biatka 10 i 20 mg/ml.

Krysztaty pojawity sie w wiekszos$ci wyzej wymienionych warunkéw. Najlepszg

jakoscig obrazéw dyfrakcyjnych charakteryzowaty sie krysztaty z optymalizowanego

roztworu Index (16) (0,1 M Tris o pH 8,0, 0,2 M mréwczan magnezu dwuwodny), ze

stezenia biatka 20 mg/ml (krysztat oznaczony dalej jako H86_90A). Ze wzgledu na duze

trudnosci w znalezieniu warunkéw krystalizacji hCC H86_90A, w przypadku tego biatka

nie podjetam prob krystalizacji w obecnosci jonéw Cu?*.
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E. Sktady roztworow krystalizacyjnych

W ponizszej tabeli (Tabela 32) przedstawitam doktadne sktady roztworéw

krystalizacyjnych uzytych do otrzymania krysztatéw opisanych w niniejszym rozdziale.

Tabela 32 Sktady wybranych roztwordw krystalizacyjnych.

Nazwa roztworu Sktad

The BCS Screen (1-1) 0,1M octan sodu o pH 4,5; 30% v/v roztwér PEG!

0,2M azotan amonu; 0,1M kakodylan sodu o pH 5,3;
Ulhes BIES Saltes (=7 22,5% v/v roztwér PEG?
0,1M MES o pH 6,5; 22,5% v/v roztwér PEGY;

The BCS Screen (1-38) 10% v/v 2-propanol

Index (13) 0,1M Bis-Tris o pH 5,5; 0,3M mréwczan magnezu dwuwodny
Index (16) 0,1M Tris o pH 8,5; 0,3M mréowczan magnezu dwuwodny
Index (26) 1,1M winian diamonu o pH 7,0

Index (37) 25% w/v PEG 1500

0,06M sole®; 0,1M bufor 15;

Morpheus (1-9) 50% v/v mieszanina stracajaca 18

0,12M alkohole?; 0,1M bufor 15;

Morpheus (1-45) 50% v/v mieszanina stracajaca 18

0,1M kwasy karboksylowe*; 0,1M bufor 15;
LD (), 50% v/v mieszanina stracajagca 18
0,1M aminokwasy?; 0,1M bufor 27;
LIOITICNS (i) 50% v/v mieszanina stracajagca 18
0,1M aminokwasy?; 0,1M bufor 27;
LD (L), 50% v/v mieszanina stracajaca 2°

0,1M bufor cytrynianowo-fosforanowy o pH 4,2;

HEsE s -0l 40% v/v etanol; 5 % w/v PEG 1000

© ©® N o u

roztwor PEG — 25 % v/v PEG 400, 25 % v/v PEG 500 MME, 25 % v/v PEG 600, 25 % w/v PEG 1000
alkohole — 0,2 M 1,6-heksanodiol, 0,2 M 1-butanol, 0,2 M 1,2-propanodiol, 0,2 M 2-propanol, 0,2 M
1,4-butanodiol, 0,2 M 1,3-propanodiol
aminokwasy — 0,2 M DL-kwas glutaminowy jednowodny, 0,2 M DL-alanina, 0,2 M DL-glicyna, 0,2 M
chlorowodorek DL-lizyny, 0,2 M DL-seryna
kwasy karboksylowe — 0,2 M mréwczan sodu, 0,2 M octan sodu, 0,2 M cytrynian tréjsodowy dwuwodny,
0,2 M winian sodowo-potasowy czterowodny, 0,2 M oksamian sodu
sole — 0,3 M chlorek magnezu szesciowodny, 0,3 M chlorek wapnia dwuwodny
bufor 1 -1 M Tris, 1 M BICINE, pH 8,5
bufor 2 — 1 M imidazol, 1 M MES, pH 6,5
mieszanina stracajaca 1 —40 % v/v PEG 500 MME, 20 % w/v PEG 20000
mieszanina stracajaca 2 — 40 % v/v glikol etylenowy, 20 % w/v PEG 8000
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6.2 Analiza danych dyfrakcyjnych

Doktadng charakterystyke danych dyfrakcyjnych otrzymanych dla wybranych
krysztatdw poszczegdlnych wariantow cystatyny C przedstawitam w Tabeli 34 na
kolejnej stronie.

Wyniki analizy zawartosci komérek elementarnych na podstawie objetosci
Matthewsa umiescitam ponizej w Tabeli 33. Kazda z komédrek statystycznie wykazuje
dos¢ wysokg zawartosc rozpuszczalnika (okoto 50-75 %), co jest cechg charakterystyczng
dla krysztatéw biatkowych. Analiza sugeruje wystepowanie jednej lub dwdch czgsteczek
w czesci asymetrycznej dla krysztatow hCC WT, H90A oraz H86_90A i prawdopodobnie

dziewieciu czgsteczek dla krysztatéw H86A.

Tabela 33 Wyniki analizy potencjalnej zawartosci czesci asymetrycznych komdrek elementa-
rnych dla badanych krysztatow hCC na podstawie objetosci Matthewsa [208]. Rzeczywisty sktad
wyrozniony zostat pogrubieniem. Do obliczert wykorzystano masy molowe.

llosé czasteczek w 2lilfae Zawartosé
HELEL TR czesci asametr cznej R rozpuszczalnika
€ y y ) [A3/Da] p
wT
WT_Cu30min 1 4,57 ~73%
WT 2 2,29 ~46 %
WT_Culh 3 1,52 ~19 %
WT _Cu2h
H86A 9 2,64 ~53%
H86A 10 2,37 ~48 %
H86A_Cu 11 2,16 ~43 %
2 3,41 ~64 %
HI0A_1 3 2,27 ~46 %
AR 2 5,15 ~76%
H90A 2 3 3,44 ~ 64 %
4 2,58 ~52%
1 4,71 ~74 %
H86_90A H86_90A 5 236 ~ 48 %
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Tabela 34 Dane krystalograficzne oraz charakterystyka zbioru danych dyfrakcyjnych dla otrzymanych krysztatéw cystatyny C i jej mutantow.

WT H86A H90A H86_90A
Oznaczenie krysztatu WT WT_Cu30min WT_Culh WT_Cu2h H86A H86A_Cu H90A_1 H90A_2 H86_90A
Grupa przestrzenna 1432 1432 1432 1432 P212121 P21212; P61 P412:2 1432

a=8355A  a=8368A _ . _ .

Komérka elementarna | a=139,59A  a=13924A  a=139,73A a=13996A | b=10204A b=10210A 3332’222 Ca_’ 1%3;7451/} a=140,48 A
c=13586A c=136,57A oY T

. . 3,30 A 3,26 A 2,90 A 3,15A 1,95 A 2,98 A 1,95 A 2,95 A 2,65 A
Rozdzielczos¢

Liczba refleksow
zarejestrowanych

Liczba refleksow
niezaleznych

Rmeas [%]

<I>/<ol>

Kompletnosc¢ [%]

Krotnos¢

(3,49-3,30 A)*

280135

3758

23,1 (126,1)*

32,14 (5,67)*

100,1
(101,4)*

74.54

(3,46-3,26 A)

56694

3853

37,3 (249,9)

8,93 (1,20)

99,8
(99,7)

14.71

(3,07-2,90 A)

253507

9818

21,3 (235,0)

16,56 (1,75)

100,1 (100,8)

25.82

(3,34-3,15 A)

197972

7714

22,6 (111,9)

17,11 (3,58)

99,9
(99,4)

25.66

(2,07-1,95 A)

509969

84147

7,0 (74,2)

16,92 (1,77)

98,4
(92,4)

6,06

(3,03-2,98 A)

315294

24579

29,6 (149,8)

10,3 (2,1)

100,0 (100,0)

12,8

(2,07-1,95 A)

168839

23807

8,0 (78,5)

14,70 (1,68)

99,6
(98,5)

7,09

(3,13-2,95 A)

339439

13327

11,5 (140,1)

29,03 (2,72)

99,9
(99,9)

25,47

(2,70-2,65 A)

524331

7167

8,0 (371,0)

50,90 (2,00)

100,0
(100,0)

73,2

* wartosci w nawiasach dotyczg ostatniego zakresu rozdzielczosci
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Analizowane dane dyfrakcyjne wykazaty roznice w grupach przestrzennych dla
poszczegdlnych krysztatéw badanych biatek. W bazie PDB dostepny jest szereg struktur
krystalicznych cystatyny C typu dzikiego jak i jej mutantéw o rdéznych grupach
przestrzennych i wymiarach komoérek elementarnych. Pozwolito mi to na dopasowanie
odpowiednich modeli jako bryt sztywnych (ang. rigid body refinement) do otrzymanych
przeze mnie map gestosci elektronowej (Tabela 35). Jako model dla krysztatow
krystalizujgcych w grupie 1432 (WT, WT_Cu30min, WT_Culh, WT_Cu2h oraz H86_90A)
przyjetam strukture dimeru ludzkiej cystatyny C (kod PDB: 1G96). Dla krysztatéw
mutanta H90A o grupach przestrzennych P61 (H90A_1) oraz P41212 (H90A_2) uzytam
odpowiednio monomerycznej (kod PDB: 3NX0) oraz dimerycznej (kod PDB: 1TlJ) formy
cystatyny C.

Tabela 35 Parametry modeli uzytych jako bryt sztywnych.

Kod PDB Grupa przestrzenna Parametry komorki elementarne;j

a=140,53A a=90°
1G96 [143] 1432 b=140,53A B=90°
c=140,53A y=90°
a=76,32A a=90°
3NXO0 [144] P61 b=7632A  B=90°
c=97,72A  y=120°
a=91,49A a=90°
1Tl [154] P4;2:2 b=91,49A  B=90°
c=144,45A y=90°

Analiza danych dyfrakcyjnych krysztatow H86A i H86A Cu wykazata, ze oba
charakteryzujg sie grupa przestrzenng P212121. Grupa ta do tej pory nie wystgpita
w zadnych innych krysztatach cystatyny C, ani typu dzikiego, ani w krysztatach jej
mutantéw, co uniemozliwito wykorzystanie metody dopasowania modelu jako bryty
sztywnej. Analiza potencjalnej zawartosci wskazata na wystepowanie minimum
8 czgsteczek biatka w czesciach asymetrycznych obu komdrek elementarnych. Préba
rozwigzania struktur metodg podstawienia czgsteczkowego réwniez okazata sie
nieskuteczna. Zaden z dostepnych modeli lub jego fragmentéw nie pozwolit na

uzyskanie przyblizonych wartosci faz. Z tego wzgledu, pomimo podjecia wielu prob, nie
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udato sie rozwigzac struktur krystalicznych z zadnego z uzyskanych zestawdéw danych

(ani dla krysztatu H86A ani dla H86A_Cu).

6.3 Analiza map gestosci elektronowej hCC WT

Ze wzgledu na niska rozdzielczos¢ danych dyfrakcyjnych, i w konsekwencji map
gestosci elektronowej, oraz fakt, ze struktura dimeryczna hCC WT w grupie
przestrzennej 1432 zostata juz zdeponowana w bazie PDB, zadnej z otrzymanych struktur
nie udokfadniatam. Poréwnywatam jedynie mapy gestosci elektronowej otrzymane dla
wszystkich czterech krysztatéw cystatyny C typu dzikiego, skupiajgc sie gtéwnie na
fragmentach zawierajgcych reszty His® i His®®. W okolicy reszty histydyny 86 nie
zauwazytam zadnych istotnych rdéznic pomiedzy mapami uzyskanymi dla krysztatu
niemoczonego i moczonego w jonach miedzi (ll). Zmiany zaobserwowatam za to
w obrebie bardziej wystawionej na dziatanie srodowiska His®°. Juz po 30 min namaczania
krysztatu w roztworze jondw Cu?*, przy His*® pojawita sie dodatkowa chmura gestosci
elektronowej. To samo zjawisko powtdrzyto sie przy krysztatach moczonych przez

1i 2 godziny, co przedstawitam na Rycinie 78.

hCC WT niemoczony w roztworze Cu® hCC WT moczony 30 min w roztworze Cu®*

hCC WT moczony 1 godzine w roztworze Cu*  hCC WT moczony 2 godziny w roztworze Cu®

Rycina 78 Mapy gestosci elektronowej 2F,-F. w rejonie reszty His®.
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Pojawienie sie dodatniej mapy rdznicowej (zaznaczonej kolorem zielonym na
Rycinie 78) w okolicy pierscienia imidazolowego histydyny 90 potaczy¢é mozna
z obecnoscig jondw miedzi (ll) w roztworze, w ktérym zanurzone zostaty krysztaty.
Dodatkowa chmura gestosci elektronowej najprawdopodobniej kryje hydratowany jon
Cu?*. Niestety niska rozdzielczo$é map gestoséci elektronowej nie pozwolita na
jednoznaczng identyfikacje. Niemniej jednak dodatkowg dodatniag mape rdznicowa
zlokalizowatam wytgcznie przy His®°. Przy pierscieniu reszty His8® nie zaobserwowatam
analogicznych zmian. Wydawato sie, ze obie reszty histydyny sg dostepne dla
rozpuszczalnika, jednak bardziej wnikliwa analiza wykazata, ze po wygenerowaniu
czasteczek symetrycznych (zgodnie z symetrig 1432) dostep do reszty His®® jest
utrudniony w wyniku zawady sterycznej. Reszty Tyr#? i Arg®! z czasteczki symetryczne;j
znacznie utrudniajg przedostanie sie rozpuszczalnika w okolice tego pierscienia

imidazolowego.

6.4 Analiza struktur krystalicznych

Uzyskane dane dyfrakcyjne pozwolity mi na otrzymanie i udoktadnienie dwdch
struktur krystalicznych mutanta H90A oraz jednej mutanta H86 90A ludzkiej
cystatyny C. We wszystkich trzech przypadkach na mapach gestosci elektronowe;j
widoczne byty reszty aminokwasowe od 11 do 120. Poczgtkowy, N-korncowy fragment
cystatyny C ulegt odszczepieniu w czasie procesu krystalizacji lub ze wzgledu na wysoka
labilnos¢ konformacyjng jest niewidoczny na mapach gestosci elektronowej. Takie
zjawisko  zaobserwowane zostato takie podczas wczes$niejszych  badan
rentgenograficznych nad hCC [144,145,146,209]. Podsumowanie podstawowych
parametrow charakteryzujgcych udoktadnione struktury oraz analize ich jakosci
geometrycznej umiescitam w Tabeli 36 na kolejnej stronie.

Wszystkie struktury charakteryzujg sie wspétczynnikami rozbieznosci (R i Rree)
o wartosciach mieszczacych sie w zakresie 19,90 - 25,74 %. Analizy map Ramachandrana
wskazaty na obecnos$¢ 95% lub wiecej reszt aminokwasowych w obszarze

uprzywilejowanym oraz na ich brak w obszarze niedozwolonym.
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Tabela 36 Podsumowanie udoktadniania struktur krystalicznych wariantéw H90A (formy mono-

i dimerycznej) i H86_90A ludzkiej cystatyny C oraz analiza ich jakosci geometrycznej.

monomer H90A dimer H90A dimer H86_90A
Grupa przestrzenna P61 P4,24.2 1432
Rozdzielczos¢ 1,95 A 2,95 A 2,65A
R / Riree [%] 19,90/ 22,67 22,51 /25,74 22,27 / 25,07
Liczba atomoéw biatka 1745 1718 861
Liczba czasteczek wody 148 36 2
Liczba czgsteczek PEG 1 2 0
Liczba jonéw chlorkowych 0 2 0
Liczba czasteczek propanolu 4 0 0
Mapa Ramachandrana
Obszary uprzywilejowane [%] 98 % 95 % 95 %
Obszary dozwolone [%] 2% 5% 5%
Obszary dopuszczalne [%] 0% 0% 0%
RMSD od idealnego
Dtugosci wiazan [A] 0,007 0,004 0,006
Katy wigzan [°] 1,34 1,32 1,41

Tréjwymiarowe modele udoktadnionych struktur przedstawitam na Rycinie 79.
Biatko H86_90A jaki i jedna z form H90A wykrystalizowaty w postaci dimerycznej. Oba
biatka ulegty klasycznej tréjwymiarowej wymianie domen opisanej w punkcie 1.3.4.
Szedcienna forma krystaliczna mutanta H86_90A zawiera tylko jedng kopie biatka
w czesci asymetrycznej, a idealnie symetryczny dimer uzyskano w wyniku operacji
symetrii (krystalograficzna o$ dwukrotna). W przypadku tetragonalnej formy mutanta
H90A w czesci asymetrycznej znajdujg sie dwa faricuchy biatka tworzgce dimer. W obu
przypadkach dimer powstaje w wyniku wymiany a-helisy oraz dwéch pasm
B-nici (B1 i B2) pochodzacych z jednej czasteczki oraz trzech B-nici (B3, B4 i B5)
pochodzgcych z drugiej czgsteczki biatka. Struktury uzyskanych dimerow hCC rdznig sie
jednak wyglagdem. W dimerze biatka H90A struktury B-kartek ulegajg wymianie niemal
rownolegle, podczas gdy w dimerze H86 90A formujg one kat 100°. Biatko H90A
wykrystalizowato réwniez w formie monomerycznej, a uzyskana jakos¢ danych

dyfrakcyjnych (1,95 A) jest jedna z lepszych uzyskanych dla ludzkiej cystatyny C. Zaréwno
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forma monomeryczng jak i dimeryczna biatka H90A zostaty zdeponowane w Biatkowej
Bazie Danych w postaci wspétrzednych poszczegdlnych atoméw. Mozna je odnalezé pod
kodami 7PU2 (monomer) oraz 7PU3 (dimer). Mutant H86_90A nie zostat zdeponowany
ze wzgledu na stabg jakos¢ mapy gestosci elektronowej, a w konsekwencji stabg jakosc¢

samego modelu.

monomer H90A dimer H90A

dimer H86_90A

Rycina 79 Struktury krystaliczne mutantow H90A i H86_90A ludzkiej cystatyny C.

Na otrzymane struktury biatek natozytam przy uzyciu programu PyMol [210]
zdeponowane wczesniej w bazie PDB modele hCC. Parametrem pozwalajagcym
scharakteryzowac podobienstwo natozonych struktur jest warto$s¢ RMSD pomiedzy
naktadanymi atomami. RMSD okres$lamy jako srednie kwadratowe odchylenie od
analizowanego kryterium, ktérym w tym przypadku jest potozenie poszczegdlnych
atoméw Ca. Z wartosci odchylei przedstawionych w Tabeli 37 wynika, ze nakfadane
struktury charakteryzujg sie wysokim podobienstwem, zwtaszcza mutant H86_90A

i monomer H90A, dla ktérych wartoéé RMSD nie przekracza 0,4 A.
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Tabela 37 Wartosci RMSD jakimi charakteryzujq sie poréwnania udoktadnianych
struktur mutantdw cystatyny C i modeli uzytych do ich rozwigzania.

Biatko (k';" d°gg'B) Wartosé RMSD
H90A monomer 3NX0 0,193
H90A dimer 1Tl 1,054
H86_90A 1G96 0,320

Najwieksze rdznice zaobserwowatam przy natozeniu struktury dimeru H90A na
model natywnego biatka (1Tl)). S3 one widoczne gtéwnie w labilnych i stabo
ustrukturyzowanych fragmentach tancuchéw biatek. Takimi obszarami sg miedzy innymi

petle (zwtaszcza petla AS) oraz N- i C-korice, co przedstawitam na Rycinie 80.

N-koniec

petla AS

Rycina 80 Udoktadniona dimeryczna struktura krystaliczna mutanta H90A
i natoZzony na nig model o kodzie PDB 1TIJ.

Wykrystalizowanie jednego wariantu cystatyny C (H90A) w dwdch réznych
formach — monomerycznej i dimerycznej — nie udato sie nigdy wczesniej, dlatego
postanowitam przeanalizowac to zjawisko. Obie krystalizacje przebiegaty w warunkach

o takim samym pH i w obecnosci PEG oraz buforu MES (Tabela 38).
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Tabela 38 Warunki krystalizacji form monomerycznej i dimerycznej mutanta H90A cystatyny C.

monomer H90A dimer H90A
Bufor 0,1 M MES 0,1 M imidazol/MES
pH 6,5 6,5
5,6 % v/v PEG 400
Mieszanina 5,6 % v/v PEG 500 MME 20 % v/v glicerol
stracajaca 5,6 % v/v PEG 600 10 % PEG 8000

5,6 % w/v PEG 1000
0,02 M DL-kwas glutaminowy
0,02 M DL-alanina

Dodatki 10 % v/v propanol 0,02 M DL-glicyna

0,02 M chlorowodorek DL-lizyny
0,02 M DL-seryna

Gtéwna réznica w sktadnikach mieszanin krystalizacyjnych polegata na obecnosci
propanolu w warunkach krystalizacji monomeru i obecnosci mieszaniny aminokwaséw
w warunkach krystalizacji dimeru. Aby uzyska¢ pewnosé¢, ze za proces dimeryzacji
odpowiedzialne byty warunki krystalizacji, przygotowatam roztwdr biatka w wodzie,
podzielitam na dwie porcje, do kazidej z nich dodatam jeden z roztwordw
krystalizacyjnych, w ktérych powstaty krysztaty i inkubowatam. Eksperyment trwat 56
dni (mniej wiecej tyle rosty krysztaty) i w miedzyczasie pobieratam proébki, ktore
analizowatam za pomocg chromatografii saczenia molekularnego. Otrzymane w ten

sposdb chromatogramy przedstawitam na Rycinie 81.

1,29 124
Czas inkubacji: Czas inkubacji
—— 0 dni =0 dni
1.0 ——7 dni 1.0 ——7 dni
= — 14 dni = w14 dni
g ——28dni a ~——— 28 dni
g 0819 56 dni g 08+ 56 dni
3 8
0 Q
@ 064 @ 0,64
% 0,4 @ 04+ ‘
5 5 ‘
I - b=
T 02 02 “
J | ‘ |
0,0 S —— J 0.0 ~_~J g
T T T T T T 1 T T T T T T 1

Czas retencji [min] Czas retencji [min]

Rycina 81 Chromatogramy SEC z analizy probek biatka hCC H90A pobranych z inkubacji
mutanta H90A w warunkach krystalizacji monomeru (z lewej) i dimeru (z prawej).
pik przy 14 min — dimer; pik przy 16 min — monomer; pik przy 27 min - Bza
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Z powyzszych chromatogramoéw jasno wynika, ze to witasnie sktady roztworow
krystalizacyjnych zadecydowaty o formie w jakiej biatko wykrystalizowato. W warunkach
krystalizacji monomeru biatko stabilnie utrzymywato forme monomeryczng (pik okoto
16 min) przez caty okres inkubacji. Natomiast w warunkach krystalizacji dimeru biatko
zdimeryzowato tuz po dodaniu go do roztworu krystalizacyjnego i utrzymywato forme
dimeryczng (pik okoto 14 min) przez caty okres inkubacji. Analizujgc sktady obu
roztworéw bez dodatkowych badan, nie mozna okresli¢, ktory ze sktadnikdw mogt
doprowadzi¢ do tak szybkiej, prawie natychmiastowej, dimeryzaciji.

Opisane wczesniej wtasciwosci mutanta H90A, czyli nizsza w stosunku do innych
badanych wariantéw stabilnos¢ konformacyjna skutkujgca podwyzszong tendencjg do
dimeryzacji, w teorii powinna utrudni¢ lub nawet uniemozliwi¢ jego krystalizacje
w postaci monomerycznej. Nie znaleziono do tej pory warunkdéw krystalizacji hCC typu
dzikiego, w ktoérych biatko utrzymatoby forme monomeryczng. Nie udato mi sie tego
dokona¢ rowniez dla wariantu H86_90A charakteryzujgcego sie nieco wyisza
stabilnoscig konformacyjng od hCC WT. Jednak wykonany przeze mnie eksperyment na
biatku H90A udowodnit, ze wykrystalizowanie niestabilizowanego przeciw dimeryzacji
wariantu cystatyny C w postaci monomeru jest mozliwe i zalezy od odpowiednio
dobranego sktadu roztworu krystalizacyjnego. Wariant ten, podobnie jak biatko typu
dzikiego, w zaleznosci od warunkéw ma zdolno$¢ to stabilnego utrzymywania formy
monomerycznej lub utworzenia formy dimerycznej. hCC WT i H90A rozpuszczone w PBS
nie dimeryzujg (Rycina 42). Przy zastosowaniu tagodnego czynnika indukujgcego
dimeryzacje nie tworzg one wiekszych oligomeréw (jak w przypadku zastosowania
jondw miedzi (1) czy niskiego pH), tylko pozostajg w formie dimerycznej, co w przypadku

biatka H90A umozliwito jego krystalizacje.
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W niniejszej rozprawie doktorskiej przedstawitam wyniki badan dotyczgcych
wptywu jondw miedzi na strukture i oligomeryzacje cystatyny C oraz jej wybranych
wariantdw. Wykonane przeze mnie prace badawcze i ich wyniki pozwolity mi na
zrealizowanie wiekszosci z postawionych sobie wczesniej celow.

W ramach badain doktorskich przygotowatam wektory ekspresyjne
i nadprodukowatam w systemie bakteryjnym E. coli trzy nowe mutanty cystatyny C —
H86A, H90A oraz H86 90A. Otrzymane biatka oczyscitam i scharakteryzowatam
poréwnujgc ich budowe i wtasciwosci do hCC typu dzikiego. Badania aktywnosci
inhibicyjnej wzgledem papainy oraz badania struktury z wykorzystaniem dichroizmu
kotowego nie wykazaty istotnych réznic pomiedzy poszczegdlnymi wariantami,
a biatkiem dzikim. Badania CD w gradiencie temperatury wskazaty natomiast na
obnizong stabilno$¢ konformacyjng mutanta H90A, co w trakcie kolejnych analiz
skutkowato jego znacznie podwyiszong tendencjg do dimeryzacji. Mutacja
wprowadzona zostata we fragmencie taiicucha, ktéry wedtug dotychczasowych badan,
nie powinien wptywac na proces tréjwymiarowej wymiany domen (w petli AS). Jednak
usuniecie reszty His®® spowodowato destabilizacje faricucha na tyle duza, ze pod
wptywem czynnikdw nawet stabo indukujgcych dimeryzacje wariant ten dimeryzowat
w stopniu duzo wyzszym niz biatko typu dzikiego. Wskazuje to na mozliwg, cho¢
nieopisang jeszcze, role petli AS w procesie dimeryzacji cystatyny C.

Wptyw jondw miedzi (11) na strukture i stabilno$¢ konformacyjng wariantéw hCC
badatam za pomocg takich technik jak dichroizm kotowy oraz chromatografia sgczenia
molekularnego. Obecno$é jondw Cu?* nie wptywa na strukture drugo- i trzeciorzedowg
biatka, ale podczas dtuzszej interakcji prowadzi do zainicjowania procesu
tréjwymiarowej wymiany domen i dimeryzacji (zwtaszcza w przypadku biatek WT oraz
H90A), ktdra jest poczatkiem dalszej oligomeryzacji biatka. Dodatkowo, oddziatywanie
z jonami miedzi (ll) istotnie obniza stabilno$¢ termiczng biatka typu dzikiego oraz
wariantu H90A. Do rozpoczecia zmian konformacyjnych w ich strukturach wystarczy
temperatura o okoto 10-15 °C nizsza niz w przypadku prébek kontrolnych

niezawierajgcych Cu?*. Podobne zachowanie biatek hCC WT oraz H90A podczas
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wykonywanych eksperymentéw sugeruje, ze to obecnos$¢ reszty His® jest kluczowa
w oddziatywaniu cystatyna C — jony miedzi(ll). Usuniecie wspomnianej reszty (co miato
miejsce w biatkach H86A oraz H86_90A) obnizyto wrazliwos¢ obu mutantéw na
obecnos¢ miedzi w roztworze.

Badania EPR wskazaty na istnienie czterech rodzajéw komplekséw tworzonych
przez jony miedzi (Il) w roztworze wodnym zawierajgcym monomeryczng forme
cystatyny C (stabilizowang przeciw dimeryzacji). Jednak tylko dwa z nich uwzgledniaja
udziat badanych reszt histydyny: His® oraz His®®. Analizy NMR potwierdzity
oddziatywanie jonu miedzi (ll) z obiema resztami histydyny w petli AS, jednak wykazaty
takze wystepowanie szeregu dodatkowych, niespecyficznych oddziatywan w innych
regionach czgsteczki. Powinowactwo reszty His®® do ww. jondw potwierdzity réwniez
badania rentgenograficzne na biatku typu dzikiego. Po namoczeniu krysztatéw hCC WT
w roztworze miedzi (ll) na otrzymanych z badan dyfrakcyjnych mapach gestosci
elektronowej, w obrebie reszty His*® zaobserwowatam pojawienie sie dodatniej mapy
réznicowej, ktéra prawdopodobnie stanowi hydratowany jon miedzi (ll). Przy reszcie
His® nie zauwazytam podobnych zmian ze wzgledu na jej potozenie. Dostep do reszty
His® jest utrudniony w wyniku obecnosci w jej bliskiej sasiedztwie reszt Tyr*? i Arg>!
czgsteczki symetrycznej.

Podjete przeze mnie proéby fibrylizacji cystatyny C w obecnosci badanych jonow
udowodnity, ze ich obecnos¢ nie wptywa na morfologie otrzymanych witdkien
biatkowych, co potwierdzitam za pomocg zdjeé¢ z transmisyjnego mikroskopu
elektronowego. Wyjatkiem byt mutant H90A, ktéry w warunkach stabszego wytrzgsania
(300 rpm —wytrzgsanie stabsze od literaturowego 600 rpm) i w obecnosci chlorku miedzi
utworzyt gtéwnie duze, zbite agregaty biatkowe, wsrdd ktérych zaobserwowatam
niewielkie i pozlepiane struktury fibrylarne oddziatujace z tioflawing T. Eksperyment
wykonany na biatku dzikim w stezeniu 12x nizszym od literaturowego udowodnit
natomiast, ze miedZz wplywa na poczatkowe etapy oligomeryzacji. Struktury
protofibrylarne w prébce z miedzig pojawity sie kilkadziesiagt godzin pdzniej niz w prébce
kontrolnej. Cu?* prawdopodobnie ma zdolno$é do stabilizowania dimerycznych i/lub
niskooligomerycznych, rozpuszczalnych form biatka, co prowadzi do opdznienia

agregacji, jednak nie wptywa na strukture i morfologie tworzgcych sie fibryli.
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Ostatnim  etapem  moich  badan  doktorskich  byta  krystalizacja
nadprodukowanych biatek w obecnosci jonéw miedzi w celu ustalenia miejsca
wigzgcego. Niestety indukowana Cu?* dimeryzacja, a dalej oligomeryzacja biatek
prowadzita do szybkiego stracania osadéw biatkowych w kroplach krystalizacyjnych
i uniemozliwiata tworzenie krysztatéw. Udato mi sie jednak otrzymac trzy struktury
krystaliczne wariantow H90A oraz H86_90A bez udziatu jondw miedzi. Odpowiednio
dobrane sktady roztwordw krystalizacyjnych pozwolita mi na wykrystalizowanie
mutanta H90A w dwdch formach — monomerycznej i dimerycznej, co nie udato sie
wczesniej dla zadnego innego wariantu hCC. Obie struktury zdeponowane zostaty
w Biatkowej Bazie Danych i znalez¢é je mozna pod kodami 7PU2 (monomer) oraz 7PU3
(dimer). Struktura biatka H86_90A nie zostata zdeponowana ze wzgledu na stabg jakos¢
modelu. Wszystkie trzy otrzymane struktury krystaliczne nie réznity sie znaczgco od
modeli dostepnych w PDB. Gtéwne rdéznice zaobserwowatam we fragmentach labilnych

i stabo ustrukturyzowanych takich jak petle oraz N- i C-konce.
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Neurodegenerative diseases related to the aggregation of amyloidogenic
proteins in the brain tissue (like Alzheimer’s and Parkinson’s disorders) are serious
medical, economic, and social problems. Due to the lack of drugs and appropriate
therapies, neurodegenerative amyloidosis remains incurable and lethal. The subject of
my dissertation is cystatin C (hCC), which belongs to a wide group of amyloidogenic
proteins. Its pathogenicity is related to an inherited point mutation in the gene, which
leads to the overproduction of an easily oligomerizing variant L68Q and disease called
hereditary cystatin C amyloid angiopathy. My doctoral research aimed to prove that
copper ions (commonly present in the brain tissue) influence the structure and
aggregation of cystatin C.

During realization of my PhD project | prepared expression vectors and
overproduced in the E. coli bacterial system three new cystatin C mutants - H86A, H90A
and H86_90A. Their biological activity and structures proved to be very similar to those
of the wild type (WT) protein. The circular dichroism studies with the temperature
gradient showed reduced conformational stability of the H90A mutant. It results in
a significantly increased tendency to dimerization. The point mutation (H90A) was
introduced in the AS loop which, according to previous research, should not affect the
process of three-dimensional domain swapping. However, the removal of the His90
residue destabilized the protein chain which suggests a possible, but yet undescribed,
role of the AS loop in the cystatin C dimerization.

| investigated the influence of copper(ll) ions on the structure and
conformational stability of hCC variants using circular dichroism and molecular filtration
chromatography. The presence of Cu?* ions does not affect the protein structure, but
prolonged incubation leads to dimerization (especially in the cases of WT and H90A
proteins). Additionally, the interactions with copper(ll) ions significantly reduce the
thermal stability of the wild type protein and the H90A variant. Similar data for hCC WT
and H90A proteins suggests that the presence of the His86 residue has a key role in the
cystatin C - copper(ll) ions interaction. Removal of the mentioned residue (in cases of
H86A and double H86 90A variants) decreased the sensitivity of both mutants to the

presence of copper in the solution.
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The EPR studies showed four complexes formed by copper(ll) ions in an aqueous
solution containing the monomeric form of cystatin C (stabilized against dimerization).
However, only two of them involve studied His86 and His90. NMR spectra confirmed the
interaction of the copper(ll) ions with both histidine residues in the AS loop but also
indicated the presence of number of additional, non-specific interactions with copper in
different parts of the protein.

Fibrillation of cystatin C in the presence of copper ions proved that ions do not
affect the morphology of protein fibers. The exception was the H90A mutant which,
under weaker shaking conditions (300 rpm) and in the presence of copper chloride,
formed mainly large protein aggregates among which | observed small fibrillar
structures interacting with thioflavin T.

Another experiment performed on WT protein at a low protein concentration,
proved that copper influences the most likely the first stages of the oligomerization
process. The protofibrillary structures in the sample with the addition of copper
appeared several hours earlier than in the control sample. Cu?* probably stabilize
dimeric and/or low-oligomeric soluble forms of the protein, which leads to a delay in the
aggregation but does not affect the structure and morphology of the formed fibrils.

The last stage of my PhD research was the crystallization of overproduced
proteins in the presence of copper ions to establish the metal binding site.
Unfortunately, dimerization and further protein oligomerization induced by Cu?* led to
rapid precipitation of protein deposits in the crystallization droplets and prevented the
formation of crystals. However, | obtained three crystal structures of the H90A
(monomeric and dimeric) and H86_90A variants without the presence of copper ions.
Both H90A structures are deposited in the Protein Data Bank under 7PU2 (monomer)
and 7PU3 (dimer) codes. The structure of the H86_90A protein was not deposited due
to the poor quality of the model.

In conclusion, copper(ll) ions — cystatin C interactions are weak and rather
unspecified. However, one of the most preferred binding sites includes tested His86 and
His90. My research confirmed that the presence of copper(ll) leads to dimerization and
further oligomerization of cystatin C. The major roles of Cu?* ions in this process are

inducing dimerization and probably stabilizing soluble, small protein oligomers.
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