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MODYFIKACIJI BIALEK

STRESZCZENIE

Fluorescencyjna modyfikacja bialek jest jedna =z najbardziej popularnych technik
wykorzystywanych w badaniach biologii molekularnej. Przeprowadza si¢ ja z uzyciem
reaktywnych, niskoczasteczkowych zwigzkow fluorescencyjnych lub poprzez Iaczenie
z biatkami fluorescencyjnymi, lub takimi, ktére mozna wyznakowac fluorescencyjnie
w wyniku reakcji enzymatycznych. Metody te posiadajg jednakze kilka wad. Laczenie biatek
w duze fuzje z innymi makromolekutami czesto zmienia ich naturalng aktywnos$¢ oraz
lokalizacje komorkows. Natomiast zastosowanie selektywnej modyfikacji
niskoczasteczkowymi, reaktywnymi fluoroforami nie jest mozliwe w zywych komorkach.
Dlatego tez zaczg¢to poszukiwaé rozwigzan opierajacych si¢ na niskoczasteczkowych
zwigzkach chemicznych, pozwalajacych na specyficzng modyfikacje bialek w zywych
komorkach. Jedna z najpopularniejszych metod bazuje na wysokim powinowactwie
fluoresceiny zmodyfikowanej w pozycjach 4’ 1 5> atomami arsenu (zwigzek biarsenowy) do
biatek zawierajacych czterocysteinowa etykiete powinowactwa, najczesciej sekwencje
CCPGCC. Metoda ta jest z powodzeniem stosowana w biologii molekularnej, biochemii,
bioanalityce oraz wielu innych dziedzinach. Celem niniejszej pracy doktorskiej byto
opracowanie 1 charakterystyka fizykochemiczna nowych barwnikoéw biarsenowych oraz ich
praktyczne zastosowanie. W badaniach skupiono si¢ m.in. na poszukiwaniach odpowiedniego
barwnika biarsenowego, zdolnego do hamowania aktywnosci mutantéw biatkowych fosfataz
tyrozynowych (ang. Protein tyrosine phophatase, PTP), a takze na opracowaniu
wielofunkcyjnych sensorow jonow cynku(ll) i pH mogacych lokalizowa¢ si¢ w konkretnych

kompartmentach komorkowych. W celu wuzyskania najwydajniejszych inhibitorow



biatkowych fosfataz tyrozynowych zsyntetyzowano biblioteke barwnikow biarsenowych
wykorzystujac liczne pochodne fluoresceiny (FIASH-EDTy) i rezorufiny (ReAsH-EDT),).
Wytworzono réwniez szereg mutantow biatkowych fosfataz tyrozynowych — TCPTP oraz
HePTP. Testy aktywnoS$ci enzymatycznej z uzyciem jako substratu para-nitrofenolofosforanu
(pPNPP) oraz ufosforylowanego peptydu wykazaly jednoznacznie, ze barwniki podstawione w
pozycjach 2’ 1 7’ maja najwigksza zdolno$¢ do hamowania aktywnos$ci mutantow biatkowych
fosfataz tyrozynowych. Ponadto, w pracy przedstawiono pelng charakterystyke
fizykochemiczng kompleksow barwnikéw biarsenowych z peptydami czterocysteinowymi
oraz, po raz pierwszy, zbadano stabilno$¢ barwnikow biarsenowych w roztworze wodnym.
Kolejnym etapem badan byto opracowanie sensora pH zdolnego do lokalizacji w wybranych
kompartmentach komérkowych. Biarsenowa modyfikacja najpopularniejszego sensora pH —
BCECF pozwolita na otrzymanie nowego zwigzku biarsenowego BCECFIAsH-EDT,. Sensor
ten charakteryzuje si¢ zblizonymi parametrami fizykochemicznymi do sensora macierzystego.
Wartos¢ pK, grupy hydroksylowej w pozycji 3’ odpowiedzialnej za wlasciwosci sensorujace
wynosi 6,68. Podobnie jak w przypadku innych barwnikéw biarsenowych fluorescencja
sensora pozostaje wygaszona w postaci niezwigzanej z motywem czterocysteinowym. Sensor
zachowuje réwniez mozliwo$¢ roznicowego odczytu sygnatu przy dwoch dlugosciach fali
Swietlnej. Jednakze wyniki obliczone na podstawie réznicowego odczytu fluorescencji nie
pokrywaty si¢ z wynikami uzyskanymi dla pojedynczych fal. Doktadna analiza wykazata, iz
rozbiezno$¢ wynikéw spowodowana jest nieliniowoscig stosunku intensywnosci sygnatow, co
w rezultacie prowadzi do niedoszacowania, lub przeszacowania wartosci statej dysocjacji.
Biorgc pod uwage ten efekt opracowano metod¢ wyznaczania prawidtowych wartosci stalej
dysocjacji, ktorg z sukcesem zastosowano do wyznaczenia statej dysocjacji kompleksow
sensorow roznicowych Zincon oraz FLIPE-1p. Ostatnim celem przeprowadzanych badan
bylo otrzymanie sensora jondw cynku(Il) mogacego lokalizowa¢ sie¢ w wybranych
kompartmentach komorkowych. Na poczatku ustalono, ze zoptymalizowana sekwencja
czterocysteinowa FLNCCPGCCMEP posiada zdolnos¢ do wigzania jonéw cynku(Il) w
stechiometrii 1:1 ze statg dysocjacji ~ 10™ M oraz, ze w wiazanie tego metalu zaangazowane
sg trzy pierwsze reszty cysteiny motywu TC. Zaobserwowano rowniez, ze wigzanie cynku(Il)
do motywu czterocysteinowego spowalnia przylaczanie barwnika biarsenowego. Nastepnie,
wykorzystujac genetycznie kodowany sensor jonow cynku(Il) eChZinc-2 udowodniono, ze
szereg czynnikow takich jak inkubacja komorek w buforze do obrazowania mikroskopowego,
czy tez przemywanie komorek roztworem 1,2-dimerkaptoetanu po barwieniu barwnikami

biarsenowymi nie ma wptywu na stezenie wolnego cynku(Il) w cytozolu komorek linii HeLa.



W celu pomiaru stezenia wolnego cynku(Il) w jadrze komoérek HelLa wykonano synteze
sensorow jonow cynku(Il)z rodziny ZnAF-F. Biarsenowa modyfikacja sensora ZnAF-1F
pozwolila na wuzyskanie nowego sensora ZnAFlAsH-1F-EDT,, ktorego wiasciwosci
fizykochemiczne oraz koordynacyjne zostaty doktadnie przebadane. Co istotne, sensor ze
zwigzanym jonem cynku(Il) a nie dolaczonym motywem TC wykazuje bardzo stabe
wiasciwosci  fluorescencyjne. Dopiero skoniugowanie z motywem czterocysteinowym
skutkuje silng fluorescencja w obecnos$ci jonodw cynku(Il). Stata dysocjacji kompleksu wynosi
1,4 nM co z powodzeniem pozwala na jego zastosowanie w komoérkach ssaczych,
charakteryzujacych si¢ st¢zeniem wolnego cynku na poziomie 5-900 pM. W celu skierowania
sensora do jadra, komorki linii HeLa transfekowano przy uzyciu przygotowanego wektora
kodujacego histon 2B z C-koncowa zoptymalizowang sekwencja czterocysteinowa. Badania z
uzyciem mikroskopii konfokalnej nie tylko potwierdzily prawidlowa lokalizacj¢ sensora w
komorce, ale takze pozwolily na obliczenie stezenia wolnego cynku(Il) w jadrze dwoch
komorek. Uzyskane wartosci — 324 1 494 pM w pelni wpisuja si¢ w obecnie funkcjonujacy

obraz homeostazy cynku(Il) w komorkach eukariotycznych.



