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Izomerazy peptydylowo-prolylowe (PPI) sa obecne we wszystkich organizmach zywych.
Katalizuja one proces rotacji wokot wiazania peptydowego (izomeryzacjg cis - trans) w bialkach w
uktadzie X,.-Pro. W sktad tej grupy biatek wchodza cyklofiliny, biatka wiazace FK506 oraz parwuliny.
Parwuliny sa przewaznie matymi biatkami bardzo konserwatywnymi ewolucyjnie. Wystgpuja one
zaro6wno u przedstawicieli krélestwa Procaryota jak i Eucaryota. Jak wykazaty przeprowadzone dla
przedstawicieli krolestwa Eucaryota badania, bialka z grupy parwulin zaangazowane sa migdzy innymi
w regulacje cyklu komoérkowego 1 kontrolg jakosci powstatych w wyniku biosyntezy biatek. Proces ten
ma szczegbdlne znaczenie, gdyz istnieja uzasadnione podejrzenia, ze niektére niewielkie parwuliny jak
biatka Pin (Protein Interacting with NINA-kinase) moga uczestniczy¢ w pierwszych etapach zwijania
bialek, odpowiadajac za kontrolg ich jako$ci. Nieprawidtowo zwinigte biatka znajduja si¢ obecnie w
centrum zainteresowania nauki, gdyz powoduja one szereg groznych chordb zwierzat i ludzi.
Przyktadem moga by¢ choroby neurodegeneracyjne: choroby prionowe, Alzheimera czy Parkinsona. W
literaturze w ostatniej dekadzie niejednokrotnie wskazywano na powiazania pomi¢dzy wystgpowaniem

ludzkiej parwuliny hPinl a réZnymi chorobami neurodegeneracyjnymi, w tym tauopatiami. Parwulina



CsPinA pochodzi z zimnolubnych organizméw morskich nalezacych do archeondw Cenarchaeum
symbiosum bedacych symbiontami morskich gabek z gatunku Axinella mexicana. Bialko CsPinA z
powodu swojego uderzajacego podobienstwa do ludzkich biatek Pinl oraz Pinl4 jest interesujacym
obiektem do badan funkcjonalnych oraz strukturalnych. Odpowiada ono za izomeryzacj¢ wiazania
peptydowego w niskich temperaturach, co jest wyjatkowe w $wiecie przyrody, gdyz wszystkie
dotychczas poznane biatka z rodziny parwulin aktywne sa w znacznie wyzszych temperaturach.

Parwulina CsPinA katalizuje proces izomeryzacji wiazania peptydowego w temperaturze 10°C,
podczas gdy optymalne temperatury pracy pozostatych, obecnie poznanych parwulin wynosza 30°C lub
wigcej. Ponadto niewielkie rozmiary parwuliny CsPinA (92 aa) oraz dobrze zbadane homologiczne
biatka z innych organizmoéw cieptolubnych sprawiaja, iz jest ona doskonatym uktadem modelowym do
badania adaptacji niskotemperaturowych oraz wpltywu temperatury na strukturg oraz dynamike
funkcjonalng enzymu.

Tematyka rozprawy ma przede wszystkim znaczenie poznawcze i pozwoli opisa¢ molekularne
réznice migdzy parwulinami wysoko (>30°C) a niskotemperaturowymi (~10°C). Wykorzystanie
otrzymane wyniki nie ogranicza si¢ do jednej klasy enzymdw. Moga one zainteresowac¢ wielu badaczy
zajmujacych si¢ reakcjami enzymatycznymi niejednokrotnie wrazliwymi na niewielkie zmiany
temperatury i stanowigcymi podstawg procesow zyciowych. Przedstawione badania daja wglad w
zalezno$¢ miedzy wydajnoscia pracy enzymu a temperatura zarOwno od strony strukturalnej jak i
doktadnej dynamiki proceséw katalitycznych.

Podsumowujac, podstawowym znaczeniem rozprawy jest wyjasnienie czgsto subtelnych réznic
w strukturze i dynamice enzymu w warunkach optymalnych dla jego dzialania oraz odlegtych od tych
warunkow. Porownanie wynikow uzyskanych dla parwuliny CsPinA aktywnej w niskiej temperaturze z
jej bakteryjnymi 1 ludzkimi odpowiednikami aktywnymi w wyzszych temperaturach umozliwia lepsze
poznanie sposobow w jaki rézne organizmy przystosowaly si¢ do zycia w skrajnych warunkach
termicznych. Wiedza ta moze postuzy¢ do projektowania enzymow pracujacych w pozadanych
warunkach termicznych, co jest niezmiernie interesujace zardwno dla czystej nauki jak i zastosowan
przemystowych.

Cele pracy zostaty przedstawione ponize;j:

I. badania strukturalne pierwszej parwuliny z Archea z wykorzystaniem wielowymiarowych
technik magnetycznego rezonansu jadrowego (NMR):

- przypisania sygnatow 'H, C oraz '"N lancucha gtdéwnego oraz tancuchéw bocznych CsPinA;

- okreslenie motywow drugorzedowych oraz zwinigcia biatka CsPinA;

- okreslenie wysokorozdzielczej struktury CsPinA w roztworze;



II. opis dynamiki tancucha gléwnego biatka CsPinA w temperaturze fizjologicznej z
wykorzystaniem pomiarow magnetycznej relaksacji jader °N;

III. identyfikacja reszt aminokwasowych odpowiedzialnych za wigzanie modelowego peptydu;

IV. wptyw temperatury na dynamike globalna oraz lokalna biatka CsPinA;

V. przyspieszenie badan dynamiki fancucha glownego biatka formalizmem MFA/EMFA 2z
wykorzystaniem wytacznie stalych predkosci relaksacji R, oraz R, przy wyeliminowaniu
czasochtonnych pomiarow {'H}-""N NOE;

VI. wyznaczenie parametrow strukturalnych ry oraz Ac(*’N) z danych magnetycznej relaksacji

jader "N biatka CsPinA w temperaturze fizjologiczne;j.

Wymienione cele zostaly zrealizowane. Ponizej zamieszczony jest skrocony opis realizacji
poszczegblnych celow pracy.

Przeprowadzone badania metodami cieczowego magnetycznego rezonansu jadrowego (NMR)
pozwolity rozwiaza¢ i udoktadni¢ wysoko rozdzielcza strukturg pierwszej parwuliny z archeondow.
Widma 'H-"N HSQC oraz 'H-"C HSQC charakteryzuja si¢ doskonala dyspersja sygnatow, co w
potaczeniu z wielko$cia biatka sprawia, ze jest ono idealnym obiektem do badan technikami
cieczowego NMR. Wysoko rozdzielcza struktura NMR parwuliny CsPinA wykazala, ze biatko posiada
zwinigcie typu B-a3-B-a-B2 charakterystyczne dla wszystkich znanych dotychczas parwulin. Jedyna
roznica dotyczy helisy 3, bedacej w tym przypadku krétka helisa typu 3.

Poréwnanie pierwszej parwuliny CsPinA z archeonow z jej bakteryjnymi oraz eukariotycznymi
odpowiednikami wykazalo znaczaco wigkszy rozmiar miejsca aktywnego wiazania substratu. Mozna to
thumaczy¢ jako adaptacj¢ do petnienia funkcji izomerazy w niskich temperaturach.

Pomiary magnetycznej relaksacji "N (R, R, {'H}-"N NOE) wolnego biatka CsPinA zostaty
wykonane dla probce pojedynczo N znakowanego biatka CsPinA o stezeniu ~0.9 mM w polach
magnetycznych 9,4 T, 11,7 T, 14,1 T 1 16,4 T. Komplet otrzymanych danych relaksacyjnych pozwolit
na zastosowanie opisu dynamiki tancucha gldéwnego z wykorzystaniem modelu Extended Model-Free

Approach (EMFA) w 10°C.

Badania dynamiki fancucha gtownego biatka CsPinA wykazaty, Ze reszty krotkiej helisy 3o
oraz sasiedniej pe¢tli wykazuja w temperaturze 10°C wyrazna dynamike w skali mikro- do milisekund
oraz heterogenno$¢ w rodzinie struktur wyznaczonej z danych NMR. Sa to reszty aminokwasowe:
H14, Q25, F36, G37, D46, S55, V65, K66, E87 oraz F88. Sa to te same reszty, ktore wykazuja zmiany
przesunig¢ chemicznych po zwiazaniu modelowego peptydu HQSPWNN z biatkiem.

Miareczkowanie biatka CsPinA modelowym peptydem wybranym za pomoca fagowej ekspresji



peptydow (phage display) potwierdzilo znaczenie reszt helisy 3 oraz sasiedniej pegtli w procesie
wiazania ligandu, ktory moduluje ruchliwo$¢ helixy 3 oraz reszt centrum katalitycznego po zwiazaniu
w 10°C. Glicyna oraz dwa dodatnio natadowane aminokwasy obszaru helisy 3 1 p¢tli sa konserwowane
we wszystkich parwulinach, co dodatkowo potwierdza ich znaczenie funkcjonalne dla tej rodziny
biatek.

Wybrane za pomoca fagowej ekspresji peptydow dwa modelowe peptydy HQSPWNN oraz
HKRPRNN wykorzystano do miareczkowania podwdjnie znakowanego C,”N biatka CsPinA w
proporcjach 1:0, 1:1, 1:4 oraz 1:8 (stosunek molowy biatka do peptydu) w temperaturze fizjologicznej
10°C. Do monitorowania zmian wykorzystano widma 'H-""N HSQC, a dla dwoch skrajnych punktow
dodatkowo widma 'H-"C HSQC dla obszaru aromatycznego. Analiza uzyskanych profili zaburzen
przesuni¢¢ chemicznych grup H/N (chemical shifts perturbation plots) wykazata, ze peptyd
HQSPWNN oddzialuje specyficznie z biatkiem CsPinA.

Reszty wykazujace najwigksze zmiany przesuni¢¢ chemicznych w wyniku zwigzania peptydu
to: V65, G60, K63, G37, G89, F36, G47, F88, G&9, S49, G58, G62 znajdujace si¢ wokot miejsca
wiazania substratu oraz w centrum katalitycznym (H14, H91).

Zbadano réznice w dynamice funkcjonalnej 1 strukturze przestrzennej izomerazy CsPinA w
szeregu temperatur. Dynamika tancucha gléwnego biatka CsPinA w polu 9.4 T w 1°C, 10°C, 19°C oraz
28°C zmienia si¢ znaczaco z temperatura przy zachowaniu ogolnego upakowania oraz zwinigcia
biatka. Zmiany przesuni¢¢ chemicznych protonéw amidowych fancucha gléwnego w funkcji
temperatury pozwolity obserwacje zmian na poziomie lokalnym. Pomiary widm 2D 'H-"N HSQC w
funkcji temperatury w przedziale od -1°C do 36°C, wykazaty, ze powyzej 15°C kilka reszt z centralnej
czesci biatka (C12, 115, V26), a powyzej 25°C wiele dodatkowych reszt aminokwasowych,
kluczowych dla procesu izomeryzacji w temperaturze 10°C, charakteryzuje si¢ nieliniowym
przebiegiem amidowych przesunie¢ chemicznych w funkcji temperatury. Wskazuje to na zmiany
struktury oraz zachodzacy proces wymiany chemicznej. Wyniki te zostaly dodatkowo potwierdzone
przez wartosci lokalnych parametrow MFA w 28°C, a w szczego6lnosci wartosci charakteryzujace
wymiang chemiczna, Rey.

Poniewaz pomiary magnetycznej relaksacji jadrowej w bialtkach sa czasochtonne, szczegolnie z
powodu mato czulego pomiaru {'H}-"N NOE, ktory jak pokazaly wczes$niejsze i nasze badania
wymaga stosowania diugich przerw relaksacyjnych, wazne staja si¢ nowe metody skrdcenia
catkowitego czasu pomiarowego. Wykonanie pomiarow relaksacyjnych dla biatka CsPinA w
temperaturze 10°C w czterech polach magnetycznych umozliwilo catkowite wyeliminowanie

pomiaréw {'H}-"N NOE z analizy EMFA. Zar6wno globalne jak i lokalne parametry relaksacyjne



otrzymane wylacznie z zestawu czterech par R, oraz R, jak i dodatkowo z pomiarami {'H}-""N NOE
okazaty sie by¢ w granicach bledow identyczne. Potwierdza to zasadno$¢ rezygnacji z danych {'H}-""N
NOE 1 zastapienia tego eksperymentu pomiarem R; i/albo R, w dodatkowym polu.

Od dawna znany jest fakt, iz parametry strukturalne biatek, takie jak dlugosci wiazan N-H oraz
anizotropia przesunigcia chemicznego jader "N, wykazuja zmienno$¢. Czgsto w analizie danych
relaksacyjnych stosuje sie uproszczenie polegajace na przyjeciu statych wartosci ryv.y oraz Ac(°’N) dla
wszystkich reszt aminokwasowych. Dane relaksacyjne dla CsPinA z czterech pdl okazaly sig
wystarczajace do wyznaczenia wartos$ci ry.y oraz Ac('°N) dla poszczegdlnych reszt. Wyniki te zgadzaja
si¢ z wynikami otrzymanymi przez innych badaczy odmiennymi metodami. Obserwowana jest ciekawa
zalezno$¢ miedzy wydhuzeniem si¢ wigzania N-H a zmniejszeniem wartosci Ac("°N).

Czg$¢ wynikow zostata zaprezentowana na konferencjach krajowych oraz zagranicznych oraz

opublikowana w czasopismie Journal of Biological Chemistry.



