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Charakterystyka biofizyczna i funkcjonalna domeny haczyka
cynkowego biatka Rad50 i jego homologow

Streszczenie

Ogromna roznorodnos¢ strukturalna i funkcjonalna biatek warunkowana jest obecnoscia
licznych kofaktorow. Sposréd kofaktoréw nieorganicznych, jony metali przejsciowych
odgrywaja szczego6lng role w biatkach. Cynk (formalnie w postaci jonu Zn(Il)), stanowi jeden
z najbardziej rozpowszechnionych jonow metali przejsSciowych w biologii i1 jest
wykorzystywany przez biatka do pelienia zroéznicowanych funkcji biologicznych.
W wiekszosci poznanych biatkowych domen wiazacych jony Zn(Il), takich jak palce
cynkowe czy domeny o aktywnos$ci katalitycznej, jon Zn(II) koordynowany jest przez
ligandy pochodzace od pojedynczego tancucha polipeptydowego. Odmienna architektura
cechuje dimer biatka Rad50, gdzie Zn(II) jest wigzany miedzyczasteczkowo, przez ligandy
pochodzace od dwodch podjednostek biatkowych. W dimerze Rad50, dwie pary cystein
konserwowanego motywu CXXC obu podjednostek koordynuja pojedynczy jon Zn(ll)
tworzac charakterystyczny migdzyczasteczkowy kompleks nazwany haczykiem cynkowym.
Biatko Rad50 tworzy dlugie wrzecionowate struktury zawierajgce domeny haczyka
cynkowego i globularng, ktore potaczone sa dlugg antyrownoleglta superhelisa na dystansie
~500 A. Homologi biatka Rad50 odznaczajace sic wysokim stopniem ewolucyjnej
konserwacji domeny haczyka cynkowego =zostaly zidentyfikowane u przedstawicieli
wszystkich krolestw §wiata organizméow zywych — od bakterii po ssaki, takze wsrod wirusow.
Tworzenie kompleksu haczyka cynkowego jest niezbedne do asocjacji kompleksu Mrel1—
Rad50-Nbsl, ktory odgrywa kluczowa role w komorkowej odpowiedzi na uszkodzenia
DNA, poprzez wykrywanie 1 naprawe dwuniciowych pgknie¢ DNA. Celami niniejszej pracy
doktorskiej bylo poznanie czynnikow wplywajacych na powstawanie i stabilno$é
kompleksow haczyka cynkowego, zastosowanie zoptymalizowanej domeny haczyka
cynkowego w roli narzgdzia pozwalajacego na odwracalng, zalezng od jondéw Zn(Il)
dimeryzacje biatek oraz zrozumienie funkcjonalnej roli domeny haczyka cynkowego.

W  pierwsze] czeSci przedstawionych badan skupiono si¢ na charakterystyce
czynnikow strukturalnych i1 efektow termodynamicznych wplywajacych na powstawanie

I stabilno$¢ komplekséw cynkowych tworzonych przez domen¢ haczyka cynkowego



z P. furiosus. W celu przeprowadzenia analizy wpltywu elementéw strukturalnych na
stabilno$¢ kompleksow haczyka, otrzymano szereg peptydow o dlugosciach od 4 do 45 reszt
aminokwasowych, poczynajac od motywu CPVC wiazacego Zn(Il), po do domene o pelnej
dhugosci. Ponadto otrzymano szereg wariantow zawierajagcych mutacje wybranych reszt na
reszty alaninowe oraz substytucje wigzania peptydowego wigzaniem estrowym. Nastepnie,
przeprowadzono badania z wykorzystaniem technik spektroskopowych,
potencjometrycznych i kalorymetrycznych w celu okreslenia statych trwatosci kompleksow
peptydow z Zn(Il) oraz ich struktury, zbadania wlasciwosci kwasowo-zasadowych peptydow
1 ich kompleksow, oraz zbadania parametréw termodynamicznych reakcji tworzenia
kompleksow z Zn(II). Przeprowadzona analiza wykazata, ze domena haczyka cynkowego
charakteryzuje si¢ bardzo wysoka stabilnoscia tworzonego kompleksu haczykowego (logKi2
= 20,74) oraz charakteryzuje si¢ zachodzeniem glgbokich zmian konformacyjnych w wyniku
tworzenia kompleksu. Ponad 650 000 krotnie wyzsza stabilno$¢ oddziatywania tworzonego
przez domeng¢ o pelnej dlugosci, w stosunku do minimalnego fragmentu domeny zdolnego
utworzy¢ kompleks haczyka, wynika z korzystnej zmiany czynnika entalpowego reakcji
tworzenia kompleksu. Korzystna zmiana entalpii wynika z efektu obnizenia entalpowego
kosztu deprotonacji cysteiny, ktory obserwowany jest w obregbie fragmentu tworzacego
spinke¢ P oraz z korzystnej entalpii wynikajacej z tworzenia oddziatywan w obrebie struktury
spinki B i fragmentu superhelikalnego, ktore sa tworzone podczas tworzenia kompleksu.
Efekt zwigkszenia korzystnej zmiany entalpii obserwowany wraz ze wzrostem dlugosci
peptydu jest czeSciowo kompensowany przez niekorzystng energetycznie zmiang entropii,
wynikajacej ze strukturyzowania domeny. Przedstawione dane pokazuja, ze tworzenie
oddziatywan hydrofobowych 1 spinki B sg kluczowe dla procesu strukturyzacji domeny pod
wplywem Zn(II) 1 tworzenia kompleksu o wysokiej stabilnosci. W kolejnej czgsci pracy
wykorzystano wysoka stabilnos¢ komplekséw domeny haczyka cynkowego do zastosowania
jej w roli niewielkiej etykiety powinowactwa pozwalajacej na stabilng 1 odwracalng
homodimeryzacje biatek. Analiza zalezno$ci sekwencji 1 stabilnoSci w domenie haczyka
z P. furiosus postuzyta do zaprojektowania na jej bazie biatkowej etykiety powinowactwa,
bazujacej] na miniaturowym centralnym fragmencie domeny o dlugosci 14 reszt
aminokwasowych, ktory dodatkowo zawieral mutacje R449A podnoszaca stabilnosé
tworzonych kompleksow. Sekwencja ta zostata dotgczona do koncoéw C biatek cyjanowej 1
z6ttej fluorescencji a uzyskane biatka fuzyjne zostaly oczyszczone i przebadane przy
wykorzystaniu  pomiarow zjawiska FRET idynamicznego rozpraszania $wiatla.

Przeprowadzone badania dimeryzacji pokazaty, ze uzyskane biatka fuzyjne tworza stabilne



dimery (logKi, = 19,2) w sposob zalezny od jonow Zn(II), co potwierdza przydatnosé
zastosowanego motywu w roli systemu umozliwiajacego efektywna 1 odwracalng
indukowang jonami Zn(II) dimeryzacje¢ biatek.

Ostatnim celem przeprowadzonych badan bylo poznanie funkcjonalnej roli tworzenia
kompleksu haczyka cynkowego poprzez scharakteryzowanie efektow mutacji w domenie
haczyka cynkowego biatka Rad50 z S. cerevisiae. Badane mutanty, oznaczone jako rad50-
46, rad50-47 i rad50-48 zostaly zidentyfikowane w badaniach in vivo przeprowadzonych
przez wspotpracownikéw i cechowaly si¢ uposledzeniem w roéznym stopniu funkcji
wykrywania inaprawy dwuniciowych peknieg¢ DNA. Poprzez scharakteryzowanie
modelowych peptydow przy zastosowaniu dichroizmu kotowego, pomiaru denaturacji
termicznej 1 metod spektroskopowych, udato si¢ ustali¢, ze badane mutanty cechuja si¢
uposledzeniem tworzenia mi¢dzyczasteczkowego kompleksu haczyka cynkowego z Zn(Il) i
znacznym zmniejszeniem zakresu zmian strukturalnych w domenie pod wptywem wigzania
jonéw Zn(II). Wyniki tej analizy, wraz z wynikami badan in vivo sugeruja translacj¢ efektow
strukturalnych w domenie haczyka na domene superhelikalng i oddalong o 500 A domeng
globularng biatka Rad50. Aby doktadniej zbadaé ten aspekt, przeprowadzono badania
wewnatrzgenowych mutacji supresorowych w obrgbie domeny haczyka, znalezionych przez
wspotpracownikoéw dla mutanta rad50-46 (L703F, K700Q, 1680V). Aby pozna¢ mechanizm
obserwowanej supresji opracowano metode otrzymywania wyznakowanych fluorescencyjnie
fragmentéw biatka Rad50 o dlugosci 130 reszt aminokwasowych, obejmujacych zaréwno
domen¢ haczyka jak i1 fragmenty rejonu superhelikalnego. Badania przeprowadzone z
wykorzystaniem tych modeli ukazuja, Zze mutacje supresorowe nie powoduja odtworzenia
tendencji do wigzania Zn(II), jednak powoduja zmian¢ konformacji domeny superhelikalne;.
Dodatkowo, zbadano wpltyw mutacji supresorowych znalezionych dla mutanta rad50-46,
ktory charakteryzuje si¢ uposledzeniem funkcji wykrywania inaprawy dwuniciowych
peknie¢ DNA na mutanta rad50-48, ktory charakteryzuje si¢ jedynie uposledzeniem funkcji
wykrywania dwuniciowych pgknie¢ DNA. Przeprowadzone badania pokazuja, ze mutacje
supresorowe L703F, K700Q, 1680V powodowaly rowniez supresje allelu rad50-48.
Uzyskane dane uwidaczniajg kluczowy wptyw stabilnos$ci kompleksu haczyka cynkowego i
konformacji domeny superhelikalnej na funkcje Rad50 w roli sensora dwuniciowych peknigé

DNA.



