I. STRESZCZENIE

I.1. Streszczenie

Proteaza HtrA2 cztowieka nalezy do rodziny zachowanych w ewolucji biatek HtrA
(high temperature requirement A). Bialka te sg obecne u wiekszos$ci znanych organizmow za-
rowno prokariotycznych jak 1 eukariotycznych, w tym cztery zostaty rozpoznane u ludzi. Biatka
z rodziny HtrA sg endopeptydazami serynowymi degradujacymi biatka zdenaturowane lub na-
tywne, cze¢sto petnigce funkcje regulatorowe. W stanie fizjologicznym HtrA2 stanowi istotny
element systemu kontroli jakosci bialek, niezbedny do utrzymania homeostazy mitochondriow,
natomiast w warunkach stresu komorkowego odgrywa wazng role w mechanizmie indukcji
apoptozy. HtrA2 zostalo powigzane z procesem onkogenezy i chorobami neurodegeneracyj-
nymi (chorobg Parkinsona i Alzheimera), i postuluje si¢ zastosowanie HtrA2 jako celu w terapii
tych schorzen. Proteazy HtrA wymagaja aktywacji a struktura ich form aktywnych jest r6zna
od struktury podstawowej, nieaktywnej. Do tej pory rozwigzano strukture krystaliczng jedynie
nieaktywnej formy HtrA2. Proteaza HtrA2 jest homotrimerem a jej podjednostki sktadajg si¢ z
N-terminalnej domeny proteolitycznej (PD) oraz C-terminalnej domeny PDZ wigzacej peptyd
substratowy lub regulatorowy. W formie spoczynkowej dostep do centrum katalitycznego jest
utrudniony z uwagi na interakcje PD z domeng PDZ. Aktywacja HtrA2 zachodzi pod wptywem
wzrostu temperatury lub w efekcie zwigzania peptydow do domeny PDZ. Molekularny mecha-
nizm aktywacji HtrA2 nie jest w peini poznany.

Celem tej pracy bylo wyjasnienie zmian strukturalnych zachodzacych w czasteczce
HtrA2 w trakcie aktywacji termicznej oraz w aktywacji przez zwigzanie peptydu do domeny
PDZ.

W niniejszej pracy potwierdzono, ze aktywnos$¢ HtrA2 jest stymulowana przez tempe-
rature, i ze usuni¢cie domeny PDZ powoduje wzrost aktywnos$ci. Ponadto pokazano po raz
pierwszy, ze kinetyka proteolizy modelowego peptydu przez HtrA2 jest typowa dla enzymow
allosterycznych. Potwierdzono aktywujacy wplyw wczesniej opisanych peptydow i ponadto
wykazano, ze peptydy uprzednio znane jedynie jako wigzace si¢ do izolowanej domeny PDZ,
aktywuja HtrA2. Wykazano aktywujacy wplyw peptydéw w temperaturach 25-45°C. Wyniki
te Swiadczg o istotnym znaczeniu domeny PDZ w regulacji aktywno$ci proteazy HtrA2.

Do monitorowania zmian strukturalnych zachodzacych w trakcie aktywacji, skonstruo-
wano zestaw wariantow biatka HtrA2 z pojedynczymi substytucjami tryptofanowymi (Trp),
zlokalizowanymi na styku PD oraz PDZ. Dostgpnos¢ kazdej z reszt do wodnego $rodowiska
byla okreslana poprzez pomiar wygaszania fluorescencji Trp w zalezno$ci od temperatury

a wyniki te w potgczeniu ze srednim czasem zycia i maksimum fluorescencji Trp wskazywaly



I. STRESZCZENIE

na relaksacje struktury i wzrost ekspozycji powierzchni styku PD oraz PDZ. W obrebie obu
domen zaobserwowano roOwniez znaczace zmiany strukturalne. Aby doktadniej scharakteryzo-
wac zmiany zachodzace w strukturze HtrA2, zastosowano metod¢ gaszenia fluorescencji przez
tryptofan (tryptophan-induced quenching - TrlQ). Metoda TrlQ umozliwia monitorowanie
zmian w strukturze biatka dzieki wlasciwosci reszt Trp, ktore sg zdolne do wygaszania fluore-
scencji pochodnych bimanu. Intensywno$¢ wygaszania jest zalezna od odlegtosci miedzy resz-
tami Trp oraz fluoroforu, w zakresie 5 do 15A, co umozliwia monitorowanie niewielkich zmian
wewnatrzczasteczkowych. Wyniki TrlQ sugeruja, ze podczas aktywacji termicznej domena
PDZ zmienia pozycje wzgledem PD w obrebie podjednostki trimeru HtrA2 oraz zachodzi
istotna zmiana strukturalna regulatorowej petli L3 zlokalizowanej w PD. Ponadto, domena PDZ
zmienia oddziatywania z PD sasiedniej podjednostki (PD*), w tym z regulatorowg petla L1*
zawierajacg seryne centrum aktywnego. W zmianie uktadu oddzialywan w obrgbie podjed-
nostki oraz z podjednostka sgsiednig uczestniczy helisa a5 domeny PDZ, co sugeruje jej istotne
znaczenie w aktywacji. Model zbudowany na podstawie wynikow tej pracy przedstawia indu-
kowany termicznie ruch domeny PDZ wzgledem PD oraz PD*, ktéry powoduje zwigkszenie
dostepu do bruzdy wiagzacej peptyd domeny PDZ oraz do centrum aktywnego, a takze opisuje
zmiany konformacyjne regulatorowych petli L3 oraz L1*. Metod¢ TrIQ wykorzystano takze do
monitorowania zmian strukturalnych zachodzacych w czasteczce HtrA3 pod wptywem peptydu
aktywujacego a uzyskane wyniki sugeruja, ze zmiany te sg podobne, cho¢ nie identyczne, do
indukowanych termicznie.

W podsumowaniu, wyniki tej pracy w istotny sposob pogtebity zrozumienie molekular-
nych zmian zachodzacych w czasie aktywacji HtrA2 indukowanej termicznie lub przez zwia-

zanie allosterycznego regulatora peptydowego do domeny PDZ.
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